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Abstrakt
  Tato práce se zabývá výzkumem volných nukleových kyselin (cfNA). V první části práce 
jsou  prezentovány  změny  metylací  promotorů  genů  spojených  se  zánětlivou  a  imunitní 
odpovědí organismu v průběhu hemodialýzy. I v tak krátkém časovém intervalu lze v plazmě 
detekovat změny metylačního profilu u některých genů. Byly prokázány změny u genů, které 
hrají roli v regulaci hematopoézy, a jejich souvislost s potřebou terapie anémie. Další studie 
cfNA zkoumala  zastoupení  miRNA v plazmě u pacientů  s AML před léčbou a po léčbě. 
Výsledkem této studie je identifikace 6 miRNA, které jsou v době záchytu onemocnění  u 
pacientů zvýšené a po úspěšné léčbě v první remisi se jejich hladiny snižují. Přítomnost cfNA 
je  detekovatelná  také  v  moči.  Při  výzkumu  vhodného  neinvazivního  markeru  karcinomu 
močového  měchýře  byly  zjištěny  zvýšené  hladiny  cfDNA v  moči  u  pacientů.  Dále  bylo 
nalezeno 5 miRNA, jejichž hladiny jsou při onemocnění karcinomem sníženy. Zároveň bylo 
určeno spektrum miRNA, které se vyskytují v moči všech osob bez ohledu na pohlaví, věk a 
zdravotní stav osoby. Specifickou částí je práce s volnou fetální DNA (cffDNA). Analýzou 
cffDNA je  u  nás  rutině  určováno RhD plodu z krve  matky.  Testovali  jsme  možnost  této 
diagnostiky novou metodou droplet digital PCR. Bylo zjištěno, že tato metoda dosahuje stejně 
dobrých  výsledků  jako  standardně  prováděné  real-time  PCR,  vykazuje  menší  variabilitu 
technických  replikátů,  ovšem  má  složitější  pracovní  postup.  Hladiny  cffDNA  byly 
analyzovány také u gravidních  pacientek  s antifosfolipidovým syndromem. U nich  nebyly 
zjištěny  žádné  odchylky oproti  zdravým těhotným,  zřejmě z důvodu dobré  kompenzace  a 
zaléčenosti onemocnění.
Klíčová  slova:  volné  nukleové  kyseliny,  metylace  promotorů  genů,  imunitní  odpověď, 
hemodialýza, akutní myeloidní leukémie, karcinom močového měchýře, volná fetální DNA, 
digital droplet PCR, RhD inkompatibilita, antifosfolipidový syndrom
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Abstract
  This work presents the results of our research of cell-free nucleic acids (cfNA). The first part 
shows  changes  in  methylation  patterns  of  immune  response  genes  promoters  that  are 
detectable  in plasma during the hemodialysis  sessions and also differences in methylation 
between patients and healthy subjects. Alterations include genes that play their role in the 
regulation of hematopoiesis and these changes are in close relation with the need of anemia 
therapy. In the other plasma cfNA study we detected miRNA signatures in patients with acute 
myeloid leukemia at diagnosis (6 highly abundant miRNAs found) and in remission achieved 
after standard chemotherapy (trend to normalization, lower levels of these miRNAs). Another 
part  of work presents  data  from the study of potential  non-invasive biomarker  of bladder 
cancer. The amounts of cfDNA in urine are higher in patients than in healthy subjects and 
there were found 5 down-regulated miRNAs. Simultaneously  it  was established set  of 30 
miRNAs that  are  constantly  present  in  urine  supernatants  independently  on  sex,  age  and 
healthy status of subjects. The last part presents analysis of cell-free fetal DNA. We analyzed 
differences between a new quantification method - droplet digital PCR and real-time PCR 
which  is  used  routinely  nowadays.  Slightly  more  precise  was  found  ddPCR.  Shortly  is 
mentioned a study that compares levels of cfDNA in pregnant patients with antiphospholipid 
syndrome with healthy women. There were no differences found.
Key words:  cell-free nucleic  acids, methylation of promoters of genes, immune response, 
hemodialysis,  acute myeloid leukemia,  bladder cancer,  cell-free fetal  DNA, digital  droplet 
PCR, RhD incompatibility, antiphospholipid syndrome
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1 Úvod k disertační práci
  V rámci  svého postgraduálního studia jsem se zabývala výzkumem volných nukleových 
kyselin,  a  to  u  pacientů  s různými  onemocněními,  u  zdravých  osob  a  u  těhotných  žen 
s fyziologickými i patologickými graviditami.
  V úvodu práce jsou základní  informace týkající  se  volných nukleových kyselin  (cfNA), 
zvláště  DNA  a  miRNA.  Následují  kapitoly  zabývající  se  jednotlivými  více  či  méně 
samostatnými studiemi, na kterých jsem se v průběhu svého studia podílela. V závěru každé 
kapitoly jsou přiloženy publikace, které z těchto studií vzešly.
  Nejprve  představuji  výsledky  výzkumu  cfNA  v plazmě.  Jedná  se  především o výzkum 
u hemodialyzovaných pacientů s různými onemocněními ledvin. Jedna samostatná studie se 
potom týká pacientů s akutní myeloidní leukémií (AML). Poté jsou zařazeny výsledky analýz 
cfNA v moči se zvláštním zřetelem k pacientům s karcinomem močového měchýře. V závěru 
uvádím  studie  vycházející  původně  z mé  rutinní  praxe  v prenatální  diagnostice.  Jedná  se 
o výzkum  RhD  plodu  relativně  novou  metodou  droplet  digital  PCR (ddPCR)  a  výzkum 
obsahu cfNA u gravidních pacientek s antifosfolipidovým syndromem (APS).
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2 Teoretická část – úvod do problematiky
  Za  objevitele  volné  DNA  (cell-free  DNA,  cfDNA)  jsou  považováni  Mandel  a  Metais 
(Mandel and Metais 1948), kteří o jejím výskytu u zdravých i nemocných osob referovali 
poprvé již v roce 1948. Tento velice významný objev byl ovšem nejprve vědeckou komunitou 
značně podhodnocen a nebyla mu věnována náležitá pozornost. Teprve o téměř 20 let později, 
v roce  1966,  se  začíná  s  výzkum cfDNA u různých onemocnění.  První  mezi  publikacemi 
tohoto zaměření je práce zabývající se výzkumem cfDNA u pacientů se systémovým lupus 
erythematodes (SLE) (Tan et al. 1966).
  Přítomnost cfDNA u zdravých osob byla zkoumána Steinmanem v roce 1975  (Steinman 
1975). Dle jeho závěrů měla být cfDNA přítomna pouze v séru zdravých osob, nikoli v jejich 
plazmě. Tyto závěry byly posléze překonány (Sorenson et al. 1994), a dnes již bezpečně víme, 
že cfDNA se vyskytuje i v plazmě zdravých osob. Navíc je plazma ve srovnání se sérem 
vhodnějším zdrojem cfDNA, neboť lépe odráží obsah cfDNA v plné krvi  (Lee et al. 2001). 
Přítomnost cfDNA je u člověka prokázána nejen v krvi, ale i v dalších tělních tekutinách – 
moči, lymfě, mozkomíšním moku, mateřském mléku i v kolostru  (Gahan and Swaminathan 
2008).
  Zároveň  se  začaly  objevovat  práce  monitorující  změny  množství  cfDNA  u různých 
patologických i fyziologických stavů. Poprvé byla cfDNA kvantifikována za použití metody 
senzitivní  radioimunoanalýzy založené na anti-DNA protilátkách získaných od pacientů se 
SLE  (Leon  et  al.  1977).  Studie  prokázala  50%  zvýšení  hladin  cfDNA  v séru  pacientů 
s nádorem oproti séru zdravých osob. Bylo prokázáno, že hladiny cfDNA stoupají například 
v přítomnosti zánětů, onkologických onemocnění  (Ziegler et al. 2002, Esposito et al. 2014) 
nebo u akutního infarktu myokardu  (Antonatos et al.  2006). U cévních mozkových příhod 
(CMP)  (Rainer  and Lam 2006) a  polytraumat  (Lo et  al.  2000) korelují  jejich  hladiny se 
závažností stavu pacienta. Množství cfDNA stoupá i při stresu nebo dokonce po excesivní 
fyzické námaze,  například po sportovním tréninku  (Atamaniuk et  al.  2004, Fatouros et al. 
2006). Na diagnostický potenciál cfDNA se zaměřila řada studií. Významným objevem bylo 
v roce 1989 zjištění, že cfDNA u pacientů s karcinomem pochází z tumoru, protože jsou v ní 
obsaženy stejné mutace jako v nádorové tkáni (Stroun et al. 1989).
  Dalším významným mezníkem ve výzkumu volných nukleových kyselin bylo nalezení volné 
fetální DNA v krvi matky v roce 1997 (Lo et al. 1997). Na základě tohoto zjištění se dodnes 
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rozvíjí  metody  neinvazivní  prenatální  diagnostiky,  o  kterých  je  pojednáno  detailněji 
v příslušné kapitole.  
  Postupně bylo prokázáno, že v tělních tekutinách se nevyskytuje pouze volná DNA, ale že je 
v nich možno prokázat i různé druhy volné RNA, zvláště pak regulační nekódující typy RNA 
jako jsou dlouhé nekódující  RNA (lncRNA) nebo mikroRNA (miRNA).  MikroRNA jsou 
krátké, nejčastěji 21 - 23 nukleotidů dlouhé RNA, které se účastní regulace genové exprese 
(Ambros et al. 2003). Na základě komplementarity bází se vážou na úseky mRNA a vedou 
k jejich  degradaci  nebo  snížení  exprese  genu  (Wightman  et  al.  1993,  Bartel  2009).  Jsou 
detekovatelné v plazmě i v séru (Wang et al. 2012) a jejich profil odráží zdravotní stav a děje 
probíhající v organismu (Ambros 2001, Reid et al. 2011, Hromadnikova et al. 2012).
  Bylo  zjištěno,  že  volné  nukleové  kyseliny  (NA  -  nucleic  acids)  se  mohou  v tělních 
tekutinách vyskytovat buď samostatně,  většinou ve formě malých fragmentů,  nebo vázané 
v různých nanopartikulích a mikrovezikulárních částicích typu exosomů (Gallo et al. 2012). 
Profil jednotlivých typů volných nukleových kyselin se v obou těchto frakcích navzájem liší a 
je tedy z hlediska vyhodnocení, případně porovnávání výsledků jednotlivých prací důležité 
věnovat  zvýšenou  pozornost  použitým metodikám,  se  zvláštním  zřetelem k aplikovanému 
typu izolace (Jarry et al. 2014).
  Zvláštní  kapitolou je také způsob kvantifikace  miRNA. Na tomto poli  neexistuje  žádná 
obecně použitelná endogenní kontrola s neměnným obsahem v tkáních a tělních tekutinách. 
Často používané U6 nebo RNU6B jsou malé jaderné RNA, tedy relativně dobře využitelné 
v analýzách  některých tkání  (Lamba et  al.  2014),  ale  nevhodné pro výzkum volné  frakce 
v tělních  tekutinách  (Weber  et  al.  2010),  kde  se  vyskytují  v téměř  nedetekovatelném 
množství.
  Původ volných NA (cfNA) není zatím zcela objasněn. Předpokládá se jejich uvolňování 
z apoptotických a nekrotických buněk, ale i aktivní uvolňování živými buňkami, což ukazuje 
na  jejich  významnou  úlohu  v dějích  probíhajících  v organismu.  První  hypotézy 
předpokládaly,  že  cfNA  jsou  do  oběhu  uvolňovány  pouze  z  buněk apoptotických  a 
nekrotických. Ovšem v roce 1976 byla publikována práce Anker et al.,  která dokumentuje 
uvolňování nově syntetizované cfDNA z lymfocytů (Anker et al. 1976). Stroun et al. (Stroun 
et al. 2001) potom ve své studii jednoznačně prokázal uvolňování DNA z buněk v tkáňové 
kultuře, kde byla inhibována apoptóza. Také původní představa, že nádorově specifická DNA 
pochází pouze z nekrotických nádorových buněk, byla tímto překonána, a za její hlavní zdroj 
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je  považováno  aktivní  uvolňování,  což  koresponduje  s velkým  množstvím  této  DNA 
v cirkulaci pacientů s onkologickým onemocněním (Jung et al. 2010).
  Zpočátku nebylo o případné funkci nebo významu cfNA známo nic určitého. Postupem doby 
se ukázalo, že mimo jiné může sloužit horizontálnímu přenosu informací (Gahan and Stroun 
2010). Ku příkladu v transplantačních pokusech bylo zjištěno, že cizorodá cfDNA má vliv na 
fenotyp hostitele (Gahan 2006). 
  V posledních letech je stále více pozornosti věnováno možnostem neinvazivní diagnostiky 
pomocí  cfNA. Spektrum onemocnění,  u kterého jsou nacházeny různě významné markery 
v této  oblasti,  se  stále  zvyšuje.  Největší  rozsah  výzkumu  je  zcela  dle  očekávání 
v onkogenetice  a  druhá  velice  významná  oblast  je  prenatální  diagnostika,  kde  analýza 
fetálních cfNA umožňuje detekci patologií plodu bez nutnosti invazivního odběru včetně jeho 
rizik.
  Diagnostické  postupy  založené  na  detekci  cfNA  jsou  založeny  na  třech  základních 
premisách.  Za  prvé  se  jedná  o kvantitativní  změny.  Zpravidla  nacházíme  u  různých 
patologických stavů zvýšená množství cfNA. Za druhé jsou to kvalitativní změny jako mutace 
a  metylace  nádorově  specifických  genů,  které  v plazmě  a  dalších  tělních  tekutinách 
nacházíme. Třetí oblastí je potom detekce metylací promotorů nádorově specifických genů, 
které  nenacházíme  u  zdravých  osob  (Peters  and  Pretorius  2011).  Uvedené  případy  se 
samozřejmě  nemusejí  nutně  týkat  pouze  onkologických  onemocnění,  ale  mají  obecnou 
platnost pro mnoho patologických stavů organismu.
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3 Volné nukleové kyseliny v plazmě
3.1 Onemocnění ledvin a hemodialýza (HD)
3.1.1 Předpoklady a cíle studie
  
  Při  dialýze  dochází  k  apoptóze  krevních  elementů  v důsledku  jejich  kontaktů  s 
hemodialyzační  membránou  (Carracedo  et  al.  1995,  Nahar  et  al.  2001) a k  aktivaci 
prozánětlivých faktorů (Garcia Moreira et al. 2006). Z literatury víme, že hladiny cfDNA se u 
dialyzovaných pacientů zvyšují v průběhu celé procedury a krátce po ní klesají k původním 
hodnotám  (Atamaniuk  et  al.  2006,  Garcia  Moreira  et  al.  2006,  Korabecna  et  al.  2008). 
U těchto pacientů bylo ovšem vždy sledováno pouze množství DNA, nikoli změny v jejím 
profilu.
  Cílem naší studie bylo zjistit, jestli lze detekovat změny v metylačním profilu promotorů 
genů  spojených  s imunitní  a  zánětlivou  odpovědí  organismu v relativně  krátkém časovém 
intervalu, jakým HD je. Studium metylací promotorů genů na úrovni cfDNA a jejich alterací 
bylo již použito v diagnostice a odhadu prognózy, případně odpovědi na terapii, u různých 
onemocnění  (Levenson  2010),  zvláště  nádorů  (Anglim  et  al.  2008,  Anglim  et  al.  2008, 
Dworkin et al. 2009, Hoque 2009), ale třeba i psychiatrických onemocnění (Urdinguio et al. 
2009).  Zjednodušeně  lze  říci,  že  u aktivně  exprimovaných  genů  jsou  promotory 
hypometylované, naopak u genů neexprimovaných nacházíme v promotorech hypermetylace. 
Dosud ovšem nebyla provedena žádná studie v tomto směru u nefrologických pacientů.
  Poté, co jsme v první části studie prokázali, že existují rozdíly v metylačních profilech mezi 
pacienty před hemodialýzou a po ní (Korabecna et al. 2012), jsme náš výzkum dále rozšířili 
o navazující studii, ve které jsme se zaměřili na jednu skupinu pacientů se stejnou příčinou 
renální  insuficience,  konkrétně  s  diabetickou  nefropatií.  Zjistili  jsme  také,  že  jedním 
z alterovaných genů  je  IL13,  který  byl  citován  v souvislosti  se  špatnou  odpovídavostí  na 
erytropoetinovou terapii  anémie.  Protože anémie je u dialyzovaných pacientů velmi častou 
komplikací a léčebné úspěchy v této oblasti jsou různé, zaměřili jsme se i na analýzu rozdílů 
v metylacích promotorů genů spojených s imunitní  odpovědí u skupin pacientů s dobrou a 
špatnou odpovědí na terapii rekombinantním erytropoetinem.
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3.1.2 Teoretický úvod
3.1.2.1 Chronická renální insuficience 
  Při  chronické  renální  insuficienci  se  postupně  snižuje  filtrační  schopnost  ledvin,  které 
posléze  nejsou schopné udržovat  vnitřní  homeostázu  organismu.   Mezi  nejčastější  příčiny 
renálního  selhání  patří  různé  chronické  glomerulopatie,  ať  už  primární  jako  je  fokálně 
segmentální  glomeruloskleróza (FSGS), nemoc minimálních změn (MCD) a membranózní 
glomerulonefritida (MGN), nebo sekundární  spojené například s arteriální  hypertenzí  nebo 
diabetem (DM) (Kramer et al. 2018).
  Náhrada  funkce  ledvin  je  v zásadě  možná  třemi  způsoby.  Jsou to  transplantace  ledvin, 
peritoneální dialýza a hemodialýza. Cílem je odstranění odpadních látek metabolismu, jejichž 
kumulace  v organismu  by  měla  toxické  účinky,  a  snížení  celkového  objemu  vody  v těle 
pacienta.
3.1.2.2 Hemodialýza a cfDNA
  Během  HD  dochází  k přímému  kontaktu  krevních  elementů  s membránou  dialyzátoru. 
Nezávisle na typu membrány  (Garcia Moreira et al. 2006) použité v dialyzátoru vede tento 
kontakt k apoptóze leukocytů, k aktivaci komplementu a monocytů a k produkci cytokinů. Po 
stimulaci monocytů plazmou hemodialyzovaných pacientů v in vitro pokusu dochází k jejich 
aktivaci a produkci IL-6, zatímco plazma zdravých osob tuto aktivaci neindukuje (Atamaniuk 
et  al.  2012).  V konečném  důsledku  se  tedy  jedná  o podobnou  reakci,  jaká  probíhá  při 
zánětlivé nebo hypersenzitivní odpovědi organismu.
  Množství  volné  DNA je  u  HD pacientů  ještě  před  zahájením dialýzy  mírně  vyšší  než 
u zdravých kontrol. V jejím průběhu pak toto množství dále stoupá, s nejvyššími hodnotami 
na konci HD (Fournie et al. 1989, Atamaniuk et al. 2006, Korabecna et al. 2008). Zároveň 
stoupá i  počet apoptotických leukocytů,  které jsou považovány za hlavní  zdroj zvýšeného 
množství cfDNA. Po ukončení procedury se zvýšené hladiny cfDNA rychle, zhruba během 
30 minut, vracejí k hodnotám před dialýzou  (Garcia Moreira et al.  2006). Poločas rozpadu 
cfDNA se zde udává asi 4 minuty (Rumore et al. 1992).
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3.1.2.3 Anémie u nefrologických pacientů
  Anémie je jednou z častých komplikací  u chronického onemocnění ledvin.  Mírné formy 
mohou být asymptomatické. Větší nedostatek erytrocytů způsobuje u pacientů únavu, dušnost, 
tachykardie, při dlouhodobě neléčené anémii se zhoršují srdeční funkce. Za tvorbu erytrocytů 
v kostní  dřeni  je  odpovědný  hormon  erytropoetin,  který  je  za  fyziologických  podmínek 
produkován peritubulárními buňkami ledvin.  U chronických renálních onemocnění  je  jeho 
produkce  snížená.  Při  hemodialýze  dochází  ke  kontaktu  krevních  buněk  s membránou 
dialyzátoru.  Jedná  se  o  prozánětlivý  proces,  na  jehož  základě  je  spuštěna  produkce 
prozánětlivých cytokinů a je dále tlumena erytropoéza  (Cooper et al. 2003, Mullarky et al. 
2007). Navíc při hemodialýze malá část krve zůstává po každé proceduře v dialyzátoru, čímž 
dochází k pravidelným ztrátám erytrocytů a železa. 
  Všechny uvedené faktory se u hemodialyzovaných pacientů  podílejí  na rozvoji  anémie, 
kterou je  často  třeba  léčit  rekombinantním erytropoetinem.  Bohužel  část  pacientů  na  tuto 
terapii odpovídá pouze slabě a k dostatečnému zvýšení jejich krvetvorby je potřeba vysokých 
dávek léčiva (National-Kidney-Foundation 2001).
3.1.3 Metodika
  V první části studie jsme analyzovali vzorky plazem 22 pacientů a 10 zdravých osob. Příčina 
renálního  selhání  u  pacientů  byla  různá,  nejčastěji  se  jednalo  o  DM  (6  osob)  a 
tubulointersticiální  nefropatie  (4  osoby).  Vzorky byly  odebírány  před  hemodialýzou  a  po 
jejím skončení. U zdravých osob byly vzorky odebírány v dopoledních hodinách v odstupu 
zhruba 4 hodin, aby byl dodržen stejný časový interval jako u dialyzovaných pacientů. 
  Ve druhé  části  studie  byl  rozšířen  soubor  pacientů  s diabetickou  nefropatií,  neboť toto 
onemocnění  patří  mezi  nejčastější  příčiny  renálního  selhání  (Kanasaki  et  al.  2013),  na 
celkových 18 pacientů. Vzorky byly opět odebírány před dialýzou a po dialýze. Tito pacienti 
byli rozděleni do dvou skupin podle potřeby terapie anémie rekombinantním erytropoetinem. 
V první skupině byli pacienti,  kteří terapii nepotřebovali  nebo dostávali pouze malé dávky 
léčiva,  ve  druhé  skupině  byli  pacienti,  kteří  potřebovali  vysoké  dávky  erytropoetinu. 
Kontrolní soubor byl stejný jako v předcházející části studie.
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  Volná DNA byla z plazmy izolována pomocí kitu QiaAmp Circulating Nucleic Acid Kit 
(Qiagen) a kvantifikována metodou real-time PCR (přístroj 7900HT Fast Real Time PCR, 
Life  Technologies)  detekcí  housekeeping  genu  GAPDH (glyceraldehyd-3-
fosfátdehydrogenáza). 
  Úroveň  metylace  promotorů  24  genů  spojených  s imunitní  odpovědí  organismu  byla 
stanovena  rovněž  metodou  real-time  PCR  za  pomoci  kitu  EpiTech  Methyl  qPCR  Array 
Inflammatory Response and Autoimmunity (SABiosciences, Qiagen). Metoda je založena na 
použití  metylačně specifických restrikčních enzymů.  Každý vzorek vstupuje do 4 různých 
reakcí  a  v každé z nich je  měřeno finální  množství  DNA po jejím natrávení  specifickými 
enzymy.  První  reakce  je  s  enzymem  specificky  štěpícím  v místech  metylace,  měřena  je 
velikost nemetylované frakce (unmethylated). Druhá reakce probíhá naopak s enzymem, který 
štěpí  DNA  v místech,  kde  její  báze  nejsou  metylovány,  takže  zůstává  část  DNA 
s metylovanými promotory (hypermethylated).  Další  reakce je s oběma enzymy zároveň – 
dvojitá  reakce  (tzv.  double  digest),  ve  které  by  mělo  dojít  k rozštěpení  obou přítomných 
úseků,  jak  metylovaných,  tak  nemetylovaných.  Do  poslední  reakce  není  přidáván  žádný 
restrikční  enzym  a  výsledek  odpovídá  původnímu  množství  DNA  (tzv.  mock  digest). 
Softwarově je  dopočítána  zbývající  část  DNA (označena  jako intermediately  methylated). 
Všechny hodnoty jsou vyjádřeny jako relativní množství, stanovená poměrem k původnímu 
množství DNA, detekovaném v reakci bez restrikce. Rozdíl hodnot CT (treshold cycle) mezi 
dvojitou reakcí s natrávením DNA (nezávislou na stavu metylace daného úseku) a reakcí bez 
restrikčních enzymů by měl být vyšší než 2, což znamená, že více než 75 % molekul DNA 
bylo naštěpeno. Tato podmínka byla u všech našich vzorků splněna.
  Statistické vyhodnocení bylo provedeno pomocí programů Cluster analysis (SABiosciences, 
Qiagen) a STATISTICA verze 10 (StatSoft).
3.1.4 Výsledky
  Srovnáním vzorků pacientů před a po dialýze bylo možno sledovat změny v metylačním 
profilu.  Bylo prokázáno,  že tyto změny jsou detekovatelné  i  v relativně krátkém časovém 
intervalu 4 hodin, a to nejen u pacientů podstupujících hemodialýzu, tedy relativně razantní 
zásah do organismu, ale i u zdravých osob bez jakéhokoli  zásahu v mezidobí mezi oběma 
odběry.
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  Statisticky významné rozdíly v metylacích promotorů byly nalezeny Wilcoxonovým testem 
pro  párové  vzorky  u  genů  IL7 (p  =  0,033),  IL13 (p = 0,003)  a  IL17C (p  =  0,0001) 
u dialyzovaných pacientů před a po HD. U všech tří těchto genů docházelo během dialýzy ke 
snížení metylace jejich promotorů (grafy 1 – 3).
  Pro vzájemné porovnání všech čtyř skupin – pacienti před a po dialýze, zdravé osoby první a 
druhý odběr  – byla  použita  Kruskal-Wallisova  ANOVA. Významné rozdíly  byly zjištěny 
u genů IL17C (p = 0,005) a TYK2 (p = 0,005). Zatímco u zdravých osob se úroveň metylace 
promotorů během čtyřhodinového intervalu spíše zvyšovala, u pacientů byl pozorován opačný 
trend a úroveň metylace se většinou snižovala. Tyto protichůdné tendence pak vyústily ve 
statisticky  významné  rozdíly  v Mann-Whitneyově  testu  mezi  skupinou pacientů  po  HD a 
druhým odběrem u  zdravých  osob  u  genu  IL13 (p = 0,015).  Zároveň  byl  zjištěn  i  rozdíl 
v genu TYK2 (p = 0,001), kde se sice hladiny u pacientů během dialýzy výrazně neměnily, ale 
u  zdravých  osob  došlo  během  odběrového  intervalu  k výraznému  posunu  směrem 
k hypermetylaci promotoru (graf 4). Také mezi pacienty před dialýzou a prvním odběrem u 
zdravých osob byly nalezeny rozdíly a to u genů IL17 a IL17C (p = 0,028 a p = 0,024).
  Ve druhé části  studie  byly  porovnávány výsledky u pacientů  s diabetickou  nefropatií  a 
zdravými  osobami  podle  stejného  schématu  jako  v předchozí  fázi.  Statistické  porovnání 
Wilcoxonovým testem ukázalo významný rozdíl mezi stavem před HD a po HD pouze u genu 
IL13 (p = 0,002). Srovnání všech 4 skupin bylo provedeno pomocí testu Kruskal-Wallisova 
ANOVA.  Významně  zvýšené  procento  nemetylovaných  sekvencí  bylo  zjištěno  u  genů 
GATA3 (p = 0,046), IL13 (p = 0,039),  IL6R (p = 0,003),  IL6ST (p = 0,024), IL7 (p = 0,014), 
INHA (p = 0,003) a  TYK2 (p = 0,006) u pacientů po HD oproti druhému vzorku zdravých 
osob (graf 5). 
  Použití shlukové analýzy na vzorky před HD ukázalo skupiny genů se zvýšenou metylací 
promotorů především u pacientů ze skupiny s malou potřebou terapie erytropoetinem (graf 6). 
Pacienti  z druhé  skupiny  měli  zvýšené  procento  nemetylovaných  promotorů  genů. 
Nejmarkantnější rozdíly jsme pozorovali u genů IL13RA1 a IL15.
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Grafy 1 - 3
Úroveň  metylace  promotorů  genů  IL7  (graf  1),  IL13  (graf  2),  a   IL17C  (graf  3)  
u dialyzovaných pacientů (červeně) a u zdravých osob (zeleně). Odběr 1 – u pacientů před  
hemodialýzou, u zdravých osob ranní odběr, odběr 2 – u pacientů po hemodialýze, u zdravých  
odběr 4 hodiny od prvního odběru. Osa y ukazuje podíl nemetylovaných sekvencí promotorů  
daných genů. Středová hodnota je průměr, svorky vyznačují 95% interval spolehlivosti.
Graf 1
Graf 2
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Graf 3
Graf 4
Úroveň metylace promotorů genu TYK2 u dialyzovaných pacientů (červeně) a u zdravých  
osob (zeleně). Odběr 1 – u pacientů před hemodialýzou, u zdravých osob ranní odběr, odběr  
2 – u pacientů po hemodialýze, u zdravých odběr 4 hodiny od prvního odběru. Osa y ukazuje  
podíl nemetylovaných sekvencí promotorů daných genů. Středová hodnota je průměr, svorky  
vyznačují 95% interval spolehlivosti.
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Graf 5
Úroveň  metylace  promotorů  genů  GATA3,  IL13,  IL6R,  IL6ST,  IL7,  INHA  a  TYK2  
u dialyzovaných  pacientů  s DM  po  HD  (modře)  a  u  zdravých  osob  ve  druhém  odběru  
(oranžově). Osa y ukazuje podíl nemetylovaných sekvencí promotorů daných genů. Čtvereček  
označuje medián, box horní a dolní kvartil (25 % - 75 %), svorky rozsah neodlehlých hodnot.
Graf 6
Shluková  analýza  nemetylovaných  sekvencí  promotorů  zkoumaných  genů  u pacientů  před 
hemodialýzou.  Metoda  nejvzdálenějšího  souseda  (complete  linkage).  Vzorky  1a  –  8a  
reprezentují  pacienty  s nulovou  nebo  nízkou  potřebou  erytropoetinové  terapie,  vzorky  
9b -  18b reprezentují  pacienty s vysokou potřebou erytropoetinové terapie.  Žlutá barva –  
100 % sekvencí nemetylovaných, tmavě modrá – 0 % sekvencí nemetylovaných.
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3.1.5 Diskuse
  
  V první  části  studie  jsme  zjistili  rozdíly  mezi  profily  metylovaných  promotorů  genů 
u pacientů před HD a po ní. Změny se týkaly hlavně snížení metylace promotorů genů IL7, 
IL13, IL17C a TYK2 v průběhu HD. Tato nižší metylace promotorů byla statisticky významná 
také u skupiny pacientů po HD proti zdravým osobám, opět u genů IL13, IL17C a TYK2.
  IL-7 je hraje  důležitou úlohu ve vývoji  a diferenciaci  B- i  T-lymfocytů.  U T-lymfocytů 
stimuluje  V(D)J  rekombinaci  jejich  receptorů  a  podstatně  ovlivňuje  jejich  periferní  frakci 
(Aspinall 2006).
  IL-13 je mimo jiné regulátorem erytropoézy. U dialyzovaných pacientů mohou být jeho 
hladiny zvýšeny v souvislosti se špatnou odpovídavostí na terapii erytropoetinem (Cooper et 
al.  2003).  Je  produkován  především  aktivovanými  Th  lymfocyty.  Stimuluje  diferenciaci 
B-lymfocytů (přesmyk protilátek z IgM na IgE). 
  IL-17C je členem rodiny IL-17, což je vysoce konzervovaná skupina proteinů s výraznou 
vzájemnou homologií, jejíž členové indukují expresi mnoha prozánětlivých faktorů (Kolls and 
Linden 2004). Jsou spojeny s rozvojem mnoha poruch imunity, včetně autoimunních chorob 
(Yamaguchi et  al.  2007, Chang et al.  2011). Hladiny IL-17 jsou často zvýšené u pacientů 
v posledních stadiích ledvinného selhání (Chung et al. 2012).
    TYK-2 patří do rodiny JAK kináz a hraje důležitou roli ve vztazích mezi metabolismem a 
imunitou  (Vogl  et  al.  2010).  Alterace  tohoto  proteinu  jsou  popsány  v souvislosti 
s autoimunitními onemocněními jako SLE nebo revmatoidní  artritida  (Lee and Bae 2016), 
také hraje roli ve vývoji DM (Marroqui et al. 2015).
  Ve druhé části studie jsme u pacientů se stejným primárním onemocněním, tedy DM, našli 
méně významných změn. Potvrdili jsme statisticky významné změny v metylaci promotoru 
genu IL13 v průběhu HD. 
  V porovnání se vzorky zdravých dobrovolníků nebyly před HD žádné zásadní rozdíly mezi 
oběma skupinami, ale po HD jsme pozorovali nižší úroveň metylace u genů  GATA3,  IL13, 
IL6R, IL6ST, IL7, INHA a TYK2 u pacientů. Zdá se pravděpodobné, že úroveň exprese genů 
spojených s imunitní odpovědí je značně závislá na primárním onemocnění pacienta, zde DM. 
Opět se tu ukazuje velká provázanost metabolických a imunologických procesů v organismu, 
protože například role signální dráhy JAK/STAT je v jasné souvislosti s rozvojem imunitních 
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i  metabolických  onemocnění  (Dodington  et  al.  2018).  Také  IL-6  předává  svůj  signál 
prostřednictvím  receptoru  IL-6R  v kooperaci  s IL-6ST  (IL-6  signal  transducer,  též  zvaný 
glykoprotein 130) dále do signální dráhy JAK kináz (Heinrich et al. 1998).
  Vzájemným  srovnáním  pacientů  s nízkou  a  vysokou  potřebou  rekombinantního 
erytropoetinu jsme odhalili rozdíly v metylačním profilu týkající se především genů IL13RA1, 
IL15,  EDG3 a  INHA.  Vyšší úroveň metylace promotorů genů  IL13RA1 a  IL15 u pacientů 
s nízkými terapeutickými dávkami je v souladu s výše zmiňovanou úlohou IL-13 (Cooper et 
al. 2003) a analogicky i s funkcí IL-15 jako inhibitoru erytropoézy (Mullarky et al. 2007).
  Jak bylo výše uvedeno, změny v metylacích byly patrné i u zdravých dobrovolníků, což by 
mohlo korespondovat se změnami hladin glukokortikoidů v souvislosti s cirkadiánními rytmy 
(Son et al. 2011).
  Tyto naše výsledky byly zatím citovány v pěti článcích, zabývajících se převážně cfDNA 
u nefrologických pacientů a jejími epigenetickými změnami  (Cao et al. 2014, Cichota et al. 
2015, Ghigolea et al. 2015, Ammerpohl et al. 2016, Celec et al. 2018).
3.1.6 Závěr
  Z výsledků studie vyplývá, že změny metylací promotorů některých genů, hrajících úlohu 
v imunitních  procesech,  jsou  monitorovatelné  i  v průběhu  relativně  krátkého  intervalu. 
Největší změny jsme našli u genů IL7, IL13, IL17C a TYK2 mezi pacienty před a po HD ve 
smyslu snížení metylace jejich promotorů po HD. Rozdíly proti zdravým dobrovolníkům byly 
hlavně  po skončení  HD procedury,  nejvíce  v genech  IL13,  IL17C a  TYK2,  opět  s nižším 
procentem metylovaných promotorů u pacientů po HD.
  Druhá část  studie se zaměřila na skupinu pacientů se stejným primárním onemocněním, 
které vedlo k renálnímu selhání. Zde se jednalo o diabetes mellitus. Byly potvrzeny alterace 
promotoru genu IL13 mezi pacienty před a po HD. Rozdíly proti zdravým osobám byly po 
HD u genů GATA3, IL13, IL6R, IL6ST, IL7, INHA a TYK2. 
  Při  srovnání  pacientů  rozdělených podle  potřebné dávky rekombinantního  erytropoetinu 
v terapii anémie byla nalezena vyšší úroveň metylace u genů IL13RA1, IL15, EDG3 a INHA 
u pacientů s dobrou odpovídavostí na léčbu a tedy nižšími dávkami léčiva.
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3.1.7 Příloha 1 – články 
  K této  části  práce  byly  publikovány  tři  články,  které  jsou  přiloženy  na  následujících 
stránkách.
3.1.7.1 Alterations in methylation status of immune response genes promoters in cell-
free DNA during a hemodialysis procedure
Autoři: Marie Korabečná, Eva Pazourková, Aleš Hořínek, Magdalena Mokrejšová, Vladimír 
Tesař
Publikováno v Expert Opinion on Biological Therapy v roce 2012
Citace:
Korabecna,  M.,  Pazourkova,  E.,  Horinek,  A.,  Mokrejsova,  M.,  and  Tesar,  V.  (2012). 
Alterations  in  methylation  status  of  immune response genes promoters  in cell-free 
DNA during a hemodialysis procedure. Expert opinion on biological therapy 12 Suppl 
1, S27-33.
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3.1.7.2 Methylation  status  of  immune  response  genes  promoters  in  cell-free  DNA 
differs  in hemodialyzed  patients  with diabetic  nephropathy according to  the 
intensity of anemia therapy
Autoři: Marie Korabečná, Eva Pazourková, Aleš Hořínek, Magdalena Mokrejšová, Vladimír 
Tesař
Publikováno v Blood Purification v roce 2013
Citace:
Korabecna,  M.,  Pazourkova,  E.,  Horinek,  A.,  Mokrejsova,  M.,  and  Tesar,  V.  (2013). 
Methylation status of immune response genes promoters in cell-free DNA differs in 
hemodialyzed patients with diabetic nephropathy according to the intensity of anemia 
therapy. Blood purification 36, 280-286.
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3.1.7.3 Cell-free nucleic acids as biomarkers in dialyzed patients
Autoři: Marie Korabečná, Eva Pazourková, Aleš Hořínek, Kateřina Ročínová, Vladimír Tesař
Publikováno v Journal of nephrology v roce 2013
Citace:
Korabecna, M., Pazourkova, E., Horinek, A., Rocinova, K., and Tesar, V. (2013). Cell-free 
nucleic acids as biomarkers in dialyzed patients. Journal of nephrology 26, 1001-1008.
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3.2 Akutní myeloidní leukémie
3.2.1 Předpoklady a cíle studie
  Cílem naší studie bylo zmapovat změny v miRNA profilech v plazmě osob s AML před 
zahájením  léčby  a  v první  kompletní  remisi  a  jejich  srovnání  s profily  u  zdravých 
dobrovolníků. Detekce těchto změn by mohla přispět ke zlepšení diagnostiky onemocnění, 
určení  prognózy,  volby  vhodného  terapeutického  protokolu  a  monitorování  stavu  remise 
u pacientů. 
3.2.2 Teoretický úvod
3.2.2.1 AML
  Akutní  myeloidní  leukémie  patří  mezi  nejčastější  hematologické  malignity  dospělých 
pacientů  s incidencí  6,8  na  100 000  (Visser  et  al.  2012).  Vzniká  maligní  transformací 
hematopoetické  kmenové  buňky  myeloidní  řady.  Diferenciace  transformovaných 
prekurzorových buněk se zastavuje na úrovni nezralých blastů, které se následně kumulují 
v kostní dřeni, kde tvoří více než 30 % buněk a postupně vytlačují normální hematopoézu. 
Také v periferní krvi nacházíme větší procento blastů (typicky > 5 %). Charakteristický je tzv. 
hiatus leucaemicus, kdy jsou v periferní krvi přítomny blasty a zralé granulocyty přežívající 
z původní  krvetvorby,  ale  chybí  všechny  mezistupně  granulopoézy  (Bainton  et  al.  1977). 
Z klinických příznaků dominují anémie, trombocytopenie a infekce vyplývající z neutropenie. 
  Klasifikace FAB (Francouzsko-Americko-Britská) rozlišuje 8 podtypů M0 - M7 (Tefferi et 
al.  2009),  které  se  liší  původem  buněk  z jednotlivých  prekurzorových  linií  a  stupněm 
diferenciace  blastů.  Z prognostického  hlediska  je  důležitá  přítomnost  cytogeneticky 
detekovatelných  abnormalit  chromozómů,  na  jejichž  základě  lze  pacienty  rozdělit  do  tří 
skupin  (Gregory et al. 2009). Pacienti s některými transformacemi, například t(16,16), mají 
dobrou prognózu s pětiletým přežitím okolo 55 %. Pacienti s normálním karyotypem, trisomií 
8 nebo t(9,11) jsou ve střední skupině, kde pětileté přežití kolísá mezi 24 % až 42 %. Nejhorší 
prognózu  mají  pacienti  s komplexními  aberacemi,  určitými  delecemi  nebo t(3,3),  t(6,9)  a 
t(9,22), u nichž pětiletí přežití nepřesahuje 11 % (Slovak et al. 2000).
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  Léčba  pacientů  s AML  zahrnuje  chemoterapii  podle  specifických  léčebných  protokolů 
s eventuální možností transplantace kostní dřeně.
3.2.2.2 miRNA u AML
  V době provádění této studie byly publikovány pouze 3 práce zabývající se obsahem miRNA 
v plasmě pacientů s AML (Tanaka et al. 2009, Fayyad-Kazan et al. 2013, El-Halawani et al. 
2014). Fayyad-Kazan et al. (Fayyad-Kazan et al. 2013) popisují 4 miRNA (let-7d, miR-150, 
miR-339 a  miR-342) snížené  u pacientů  v době diagnózy a  2 miRNA (let-7b a  miR-523) 
zvýšené. Zároveň byl analyzován soubor jiných pacientů po léčbě,  u kterých byly hladiny 
uvedených  miRNA shodné jako  u zdravých  kontrol.  Další  dvě  práce  referují  o snížených 
hladinách miR-92 v plazmě AML pacientů (Tanaka et al. 2009, El-Halawani et al. 2014).
3.2.3 Metodika
  Ve studii byly analyzovány vzorky plazem malého, ale unikátního souboru 8 pacientů, se 
stejným  terapeutickým  protokolem,  u  kterých  byly  k dispozici  odběry  před  léčbou  i  po 
dosažení remise před transplantací. Jednalo se o 4 muže a 4 ženy ve věkovém rozpětí 31 až 62 
let. U těchto pacientů bylo 5x dosaženo kompletní remise, 2x parciální remise a jeden pacient 
byl  rezistentní  na  léčbu.  Všichni  pacienti  byli  dále  sledování  ještě  další  3  roky,  4  z nich 
v průběhu této doby zemřeli.
  V kontrolním souboru bylo 10 zdravých dobrovolníků. U každého z nich byly k dispozici 
2 vzorky plazmy ze dvou různých odběrů. Jednalo se o ranní a odpolední odběr ve stejný den, 
aby  bylo  sníženo  riziko  chyby  založené  na  eventuálních  změnách  profilu  v  důsledku 
cirkadiánní rytmicity. 
  MikroRNA  byly  izolovány  z 200 µl plazmy  pomocí  miRNeasy  Serum/Plasma  Kitu 
(Qiagen), přepsány reverzní transkripcí do cDNA (TaqMan MicroRNA Reverse Transcription 
Kit a Megaplex RT primer Human Pool A a Pool B, Life Technologies), preamplifikovány 
(TaqMan MicroRNA Preamplification a Megaplex PreAmp primer Human Pool A a Pool B, 
Life Technologies) a analyzovány pomocí TaqMan Human miRNA Array Card A v.2.1. a B 
v.3.0 (Life Technologies) metodou real-time PCR na stroji 7900HT Fast Real Time PCR (Life 
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Technologies). Pro výslednou interpretaci bylo použito dvou normalizačních metod, při jedné 
bylo využito miR-16 jako referenčního genu, u druhé jsme použili místo referenčního genu 
normalizaci ke „global mean“ (Expression Suite software v1.0.3., Life Technologies). 
  Ve druhé fázi  studie byla provedena validace  dosavadních výsledků.  Analyzovány byly 
pouze miRNA vyhodnocené jako statisticky nejvýznamnější. K izolaci miRNA byla použita 
jiná izolační technika – NucleoSpin miRNA Plasma Kit (MACHEREY-NAGEL). Po reverzní 
transkripci  (TaqMan MicroRNA Reverse  Transcription  Kit  a  specifické  TaqMan miRNA 
primery pro vybrané miRNA, Life Technologies) byla cDNA analyzována s využitím primerů 
specifických pro jednotlivé vybrané miRNA a TaqMan Universal PCR Master Mixu II (Life 
Technologies) metodou real-time PCR na přístroji  QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR 
system  (Life  Technologies).  Normalizace  byla  provedena  na  miR-16.  Ke  statistickému 
zpracování byly použity softwary STATISTICA verze 10 (StatSoft) a qbase+ (Biogazelle), 
pro  shlukovou  analýzu  program  GENE-E  (Broad  Institute)  a  k validaci  cílů  databáze 
miR-Walk (Dweep et al. 2014).
3.2.4 Výsledky
  Nejprve  bylo  srovnáním  výsledků  obou  normalizačních  metod  (global  mean,  miR-16) 
vyhodnoceno  6  kandidátních  miRNA  (miR-199b-5p,  miR-301b,  miR-326,  miR-361-5p, 
miR-625 a miR-655) se statisticky významně zvýšenými hodnotami v plazmě pacientů před 
zahájením léčby proti hladinám u zdravých osob nezávisle na denní době odběru. P - hodnoty 
zjištěné Mann-Whitneyovým testem jsou uvedeny v tabulce 1. Exprese těchto 6 miRNA byla 
po léčbě nižší.  I  když nedosáhla hodnot,  které  jsme pozorovali  u zdravých dobrovolníků, 
statisticky  významně  už  se  od  nich  nelišila.  Výsledky  byly  nezávislé  na  použité  metodě 
normalizace a použitém souboru plazem zdravých osob (ranní nebo odpolední). Pro další fázi 
byla tedy vybrána normalizace pomocí miR-16 a ranní soubor plazem od dobrovolníků. 
  Výsledky  následující  validační  fáze  potvrdily  závěry  předchozí  části  studie.  U všech 
6 miRNA se jejich exprese u pacientů před léčbou statisticky významně lišila od zdravých 
osob. Hodnoty po léčbě  byly nižší.  Při  porovnání Mann-Whitneyovým testem se stále od 
zdravých lišily, při použití Wicoxonova testu pro párové vzorky ke srovnání expresí před a po 
léčbě se p - hodnoty pohybovaly na hranici statistické významnosti (tabulka 1). Pro ilustraci 
jsou přiloženy grafy výsledků u dvou z těchto miRNA (graf 7 a 8).
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  MiRNA profil pacienta rezistentního na léčbu vykazoval odlišnosti od ostatních vzorků ve 
skupině  pacientů  po  léčbě.  U  dvou  z  6  před  léčbou  signifikantně  zvýšených  miRNA, 
konkrétně miR-361-5p a miR-655, u něj nedošlo k očekávanému poklesu exprese a jejich 
hladiny zůstaly i po léčbě zvýšené. 
  V databázi miRWalk bylo nalezeno větší množství potenciálních cílů zvláště pro miRNA 
miR-199b-5p a miR-326. Dvě z uvedených miRNA (miR-625, miR-655) by se měly podílet 
na regulaci genu  DICER1, jehož produkt je stěžejní pro samotnou produkci miRNA. Další 
dvě (miR-199b-5p, miR-301b) potom hrají roli v regulaci genu DNMT1, který kóduje enzym 
DNA-metyltransferázu 1, jež má rovněž klíčovou roli v regulačních procesech.
Tabulka 1
Výsledky porovnání hodnot u pacientů před léčbou a zdravých osob v pilotní i validační fázi  
(Mann-Whitneyův test, Benjamini-Hochbergova korekce, p -  hodnoty) a hodnot u pacientů  
před a po léčbě (Wilcoxonův test,  Benjamini-Hochbergova korekce,  p - hodnoty). Použitá  
normalizace miR-16. U souboru zdravých osob jsou použity hodnoty z ranního odběru. 
miRNA
pilotní fáze validační fáze
pacienti před léčbou 
a zdravé osoby
pacienti před léčbou 
a zdravé osoby
pacienti před léčbou 
a po léčbě
miR-199b-5p 0,0174 0,00005 0,035
miR-301b 0,0116 0,00005 0,046
miR-326 0,0116 0,00005 0,035
miR-361-5p 0,0122 0,00005 0,054
miR-625 0,0087 0,00005 0,035
miR-655 0,0087 0,00018 0,035
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Graf 7 - 8
Krabicové  grafy  ukazují  výsledky  kvantifikace  miR-199b-5p  (graf  7)  a  miR-326  (graf  8)  
u pacientů před léčbou, pacientů po léčbě a zdravých osob ve validační fázi. Osa Y - relativní  
množství (CNRQ – calibrated normalizated relative quantities) při normalizaci pomocí miR-
16.  Čtvereček  označuje  medián,  box  horní  a  dolní  kvartil  (25 % -  75 %),  svorky  rozsah 
neodlehlých hodnot, kroužek odlehlá hodnota.
Graf 7
Graf 8
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3.2.5 Diskuse
  V pilotní části naší studie jsme vyhodnotili 6 miRNA (miR-199b-5p, miR-301b, miR-326, 
miR-361-5p, miR-625 a miR-655), jejichž exprese je významně zvýšená u pacientů s AML 
v době před zahájením léčby, po léčbě dochází k jejímu snížení a u zdravých osob jsou tyto 
miRNA  detekovány  v mizivých  množstvích.  Validační  fází,  která  byla  zacílená  na  tyto 
miRNA, jsme předchozí  závěry potvrdili.  Z publikací  je  zřejmé,  že uvedené miRNA jsou 
spojovány i s jinými typy nádorů. Například miR-199b-5p s karcinomem endometria (Torres 
et  al.  2012),  miR-326  s kolorektálním  karcinomem  (Kjersem  et  al.  2014),  miR-625 
s mnohočetným  myelomem  (Huang  et  al.  2012).  Souvislost  se  jeví  i  s neonkologickými 
onemocněními  –  hladiny  miR-326 jsou zvýšené  u  DM, kde  je  jejich  potenciálním  cílem 
adiponektin  (Santovito  et  al.  2014),  miR-361-5p  je  zvýšeně  exprimována  u pacientů 
s onemocněním koronárních arterií,  kde zřejmě snižuje expresi VEGF  (Wang et al.  2014). 
Široké spektrum diagnóz spojovaných s těmito miRNA odpovídá dle našeho mínění zjištění 
v databázi miRWalk, že cíli daných miRNA jsou geny, které mají zásadní úlohu v regulačních 
dráhách.
  Článek byl zatím 5x citován (Fu et al. 2016, Hocking et al. 2016, Izzotti et al. 2016, Setijono 
et al. 2017, Wallace and O'Connell 2017). V review Hocking et all. (Hocking et al. 2016) je 
srovnáván  se  studií  Fayyad-Kazan  et  all.  (Fayyad-Kazan  et  al.  2013) Obě  popisují  set 
miRNA, které jsou alterované v době diagnózy, ale po léčbě jsou jejich hladiny srovnatelné se 
zdravými kontrolami. V review Izzotti et al. (Izzotti et al. 2016) je uveden tabulkový přehled 
dosud citovaných miRNA, ze kterého vyplývá, že 6 miRNA, u nichž jsme popsali změny, 
nebylo  v době sepsání  review v jiné  práci  sledováno.  Fu et  al.  (Fu et  al.  2016) analyzují 
plazmy cytogeneticky normálních AML pacientů a udávají  zhoršenou prognózu u pacientů 
s vyšší expresí MAP7. V této souvislosti citují i náš nález zvýšené exprese miR-361, která je 
s dráhou MAP7 spojena a s expresí MAP7 je pozitivně korelována.  Jedna citace je také v 
souhrnném review Wallace et al. z roku 2017 (Wallace and O'Connell 2017). Zatím poslední 
zmínka o této práci je v publikaci skupiny Setijono et al. (Setijono et al. 2017) z roku 2017 o 
myeloidních malignitách, kde je naše práce zmiňována jako příklad alterace miRNA profilu u 
AML pacientů před i po chemoterapii.
54
3.2.6 Závěr
  Ve studii byly porovnávány vzorky unikátního souboru pacientů s AML odebrané v době 
diagnózy onemocnění  a v první remisi.  Zjistili  jsme statisticky významné změny v profilu 
miRNA  v plazmě  u  těchto  miRNA  -  miR-199b-5p,  miR-301b,  miR-326,  miR-361-5p, 
miR-625 a miR-655. Hladiny těchto 6 miRNA byly významně zvýšené u pacientů na začátku 
onemocnění, po léčbě se jejich hladiny u většiny pacientů snížily, čímž se přiblížily k profilu 
zdravých osob, u kterých jsou obsahy daných miRNA na velmi nízkých úrovních. U jednoho 
pacienta  ze  souboru,  který byl  rezistentní  na léčbu,  nebyl  u dvou miRNA (miR-361-5p a 
miR-655)  zaznamenán  po  léčbě  pokles  jejich  relativních  koncentrací  v plazmě.  Získané 
výsledky byly ověřeny validací jinou detekční metodou.
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3.2.7 Příloha 2 – článek
  K této části práce byl publikován článek přiložený na následujících stránkách.
3.2.7.1 The impact of standard chemotherapy on miRNA signature in plasma in AML 
patients
Autoři:  Linda  Koutová,  Monika  Štěrbová,  Eva  Pazourková,  Šárka  Pospíšilová,  Iveta 
Svobodová, Aleš Hořínek, Daniel Lysák, Marie Korabečná
Publikováno v Leukemia Research v roce 2015
Citace:
Koutova, L., Sterbova, M., Pazourkova, E., Pospisilova, S., Svobodova, I., Horinek, A., 
Lysak, D. and Korabecna, M. (2015). The impact of standard chemotherapy on 
miRNA signature in plasma in AML patients. Leukemia research 39, 1389-1395.
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4 Volné nukleové kyseliny v moči
4.1 Karcinom močového měchýře
4.1.1 Předpoklady a cíle studie
  Studie zabývající se analýzou volných nukleových kyselin v moči pacientů s karcinomem 
močového měchýře si  kladla  za cíl  pokusit  se najít  vhodný neinvazivní  marker,  který by 
umožňoval diagnostiku karcinomu močového měchýře bez nutnosti použití cystoskopie, nebo 
alespoň zpřesňoval a rozšiřoval možnosti diagnostiky cytologického vyšetření moči.
  V první části tohoto projektu byl analyzován obsah volné DNA v moči (ucfDNA, urinary 
cell  free DNA) s cílem najít  odpověď na 3 základní  otázky. První dvě byly metodického 
charakteru. Za prvé, jestli jsou rozdíly v obsahu ucfDNA v první a druhé ranní moči a který 
z těchto vzorků je vhodnější používat? Druhá otázka byla, jak správně kvantifikovat ucfDNA, 
protože v dosud publikovaných studiích (Zancan et al. 2005, Chang et al. 2007, Zancan et al. 
2009) nebyla tato problematika uspokojivě a jednotně vyřešena. Třetí otázkou je pak hlavní 
důvod  této  studie,  tedy  zda  lze  množství  ucfDNA  použít  jako  marker  pro  diagnostiku 
karcinomu močového měchýře.
  Ve  druhé  části  byly  zkoumány  hladiny  volných  miRNA, které  by,  vzhledem ke  svým 
regulačním funkcím, mohly být u pacientů s karcinomem výrazně alterovány, jako to vidíme i 
u jiných onkologických onemocnění.  Zde bylo nutné nejprve analyzovat  skupinu miRNA, 
které  se  vyskytují  v moči  každého  jedince  bez  ohledu  na  zdravotní  stav,  pohlaví  a  věk. 
V rámci různých studií  (Hanson et al. 2009, Silva et al. 2015), které byly prováděny hlavně 
z forenzních důvodů, byly totiž publikovány miRNA profily v různých tělních tekutinách, ale 
moč z tohoto hlediska analyzována nebyla. 
4.1.2 Teoretický úvod
4.1.2.1 Karcinom močového měchýře
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  Karcinom  močového  měchýře  je  celosvětově  jednou  z  nejčastějších  malignit  mužské 
populace.  U žen se vykytuje  3x méně,  přesto také patří  k velmi častým malignitám. Jeho 
incidence  po dlouhodobém trendu neustálého  růstu  zůstává  v posledních  letech  na zhruba 
stejné úrovni, mortalita se díky zlepšující se diagnostice a léčebným metodám spíše snižuje 
(Dušek et al. 2005).
  Příznaky tohoto onemocnění jsou nespecifické a překrývají se s širokým spektrem dalších 
onemocnění  močového  traktu.  Jedná  se  hlavně  o makroskopickou,  někdy  pouze 
o mikroskopickou, hematurii. Část pacientů přichází s iritačními příznaky, jako jsou dysurie, 
polakisurie  a  urgence.  Při  obstrukci  močovodů  potom  může  dojít  i  k postižení  ledvin 
(pyelonefritida, hydronefróza) a urémii. V počátečních stádiích může být průběh onemocnění 
zcela asymptomatický.
  Nádory močového měchýře lze klasifikovat podle TNM klasifikace  (Rouprêt et al. 2018). 
Stadium pTa je papilární neinvazivní nádor, který neprorůstá do hlubších vrstev, stadium pT1 
infiltruje  subepiteliální  pojivovou  tkáň.  Tyto  dva  typy  se  někdy  souhrnně  nazývají  jako 
povrchové  nádory,  neinfiltrující  svalovinu.  K nim je  řazen  ještě  carcinoma in  situ (CIS), 
špatně diferencovaný nádor rostoucí ve sliznici. Přestože pT1 a CIS jsou agresivnější tumory, 
je celá skupina považována spíše za prognosticky příznivější. Pacienti jsou ohroženi hlavně 
vysokým počtem recidiv,  při kterých může dojít i k progresi do vyšších stadií  (Saad et al. 
2002).  Nádorovou  tkáň  lze  beze  zbytku  odstranit  pomocí  transuretrální  resekce  (TURB), 
ovšem je nutné další pravidelné sledování vzhledem k časté rekurenci nádoru  (Brausi et al. 
2002). 
  Prognosticky horší jsou nádory více invazivní, prorůstající do svaloviny a hlubších struktur 
močového měchýře. Stadium pT2 infiltruje svalovinu, pT3 perivezikulární tkáň a při pT4 už 
se nádor šíří i do okolních orgánů. Zde je léčbou volby radikální operace, případně doplněná 
o chemoterapii nebo aktinoterapii (Witjes et al. 2014).
  Podle histopatologického nálezu stupně diferenciace  tumoru dělíme nádory na LG (low 
grade)  s vyšším  stupněm  diferenciace  a  lepší  prognózou  a  HG  (high  grade),  málo 
diferencované nebo nediferencované nádory s horší prognózou (Rouprêt et al. 2018).
  Na  molekulární  úrovni  byly  nalezeny  rozdíly  mezi  neinvazivními  tumory  (pTa)  a 
invazivními  (pT1 – pT4),  včetně  rozdílných expresí  miRNA  (Knowles  2006,  Catto  et  al. 
2009).
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  Základním screeningovým vyšetřením je cytologické vyšetření moči s barvením buněk podle 
Papanicolaua.  Jeho  výsledky  jsou  pouze  orientační.  Udávaná  specifita  je  až  99  %,  ale 
senzitivita je poměrně nízká (20 – 53 %), odlišná u dobře a špatně diferencovaných nádorů 
(Lotan and Roehrborn 2003). PAP 1-2 sice znamená negativní nález, ale nevylučuje zcela 
přítomnost dobře diferencovaného karcinomu nízkého stupně malignity. PAP 4-5 je pozitivní 
nález.  Nálezy  PAP  3  spadají  do  tzv.  šedé  zóny,  tedy  nálezy  suspektní,  jejichž  skutečná 
vypovídající hodnota je nulová (Owens et al. 2013).
   Zpřesňující  neinvazivní  vyšetřovací  metodou  je  sonografie,  která  je,  i  přes  stále  se 
zdokonalující  technické  možnosti,  limitována  velikostí  nádoru,  jíž  je  schopna  zachytit 
(Stamatiou  et  al.  2011).  Jedinou  zcela  spolehlivou  diagnostickou  metodou  je  cystoskopie 
(Evelyne et al. 2011). Umožňuje i odběr tkáně pro přesné histologické vyšetření, ale jedná se 
o metodu invazivní.
  Z hlediska  prognózy  je  samozřejmě  jedním  z hlavních  faktorů  včasný  záchyt,  který  je 
komplikován nepřítomností specifických příznaků a absencí vhodné neinvazivní vyšetřovací 
metody.  Navíc  je  u  pacientů  po  léčbě  nutná  jejich  následná  dispenzarizace  vzhledem 
k vysokému riziku rekurence tohoto typu nádoru. Z uvedených důvodů je snaha najít vhodný 
neinvazivní  způsob  zpřesňující  nebo  zcela  nahrazující  dosavadní  vyšetřovací  postupy 
(Schmitz-Drager et al. 2015, Soukup et al. 2015).
4.1.2.2 cfDNA v moči
  Zatím není zcela jasné, jak velká frakce cfDNA, která je přítomna v moči, pochází přímo 
z tkání ureterů a močového měchýře a jaký podíl na obsahu cfDNA má přímý transrenální 
transfer  z cirkulace.  Hypotézu  transferu  DNA  z cirkulace  do  moči  uvedla  ve  své  práci 
Botezatu (Botezatu et al. 2000) v roce 2000. Referuje v ní o detekci lidské DNA v moči myší, 
kterým byla tato DNA injekčně aplikována.  Dále  svoji  teorii  podporuje nálezy  mužských 
specifických  sekvencí  v moči  žen  po  transfuzích  krve  od  mužského  dárce  a  těhotných 
s plodem  mužského  pohlaví.  Rovněž  uvádí  detekci  K-ras  mutace  v močích  pacientů 
s adenokarcinomem  tlustého  střeva  a  karcinomem  pankreatu.  Od  té  doby  je  v různých 
publikacích tato teorie střídavě potvrzována a negována. Bryzgunova et al. (Bryzgunova et al. 
2006) potvrdila  detekci  stejných  metylovaných  promotorů  RASSF1A  a  RARbeta2  jak 
v plazmě, tak v moči pacientek s karcinomem prsu. Některé studie potvrzují možnost detekce 
66
mužských  sekvencí  DNA  v moči  těhotných  žen  nesoucích  plod  mužského  pohlaví  (Al-
Yatama et al. 2001, Majer et al. 2007), jiné hovoří o opaku (Zhong et al. 2001, Li et al. 2003, 
Illanes et al. 2006). 
  Velmi zajímavá je studie Hung et al. z roku 2009 (Hung et al. 2009). Jsou v ní analyzovány 
vzorky plazmy a moči 22 pacientů po úspěšné transplantaci kostní dřeně. 10 z těchto pacientů 
dostalo dřeň od dárce stejného pohlaví,  12 bylo transplantováno dření od dárce opačného 
pohlaví.  U nich byly detekovány vysoké koncentrace DNA dárce v plazmě - u žen s dření 
mužského  dárce  bylo  79,3  % DNA v plazmě  mužské,  u  pacientů  mužů s dření  od  dárců 
ženského pohlaví pak bylo mužské DNA v plazmě 27,2 %, tj. zbývajících 72,8 % bylo opět 
DNA derivované  z dárcovských  buněk.  Také  v moči  všech  5 pacientek  transplantovaných 
dření  mužského  dárce  byly  nalezeny  specifické  mužské  sekvence  (průměrná  frakce  této 
dárcovské  DNA byla 38,3 %).  Ovšem mezi  množstvím mužské DNA v plazmě a v moči 
nebyly nalezeny žádné korelace. Navíc byly v moči detekovány i fragmenty o velikosti více 
než 350 bp, které v plazmě nebyly přítomny. Na základě tohoto zjištění následovaly analýzy 
buněk v peletu po centrifugaci moči, které nastínily původ těchto delších fragmentů DNA. 
V peletu  byly  totiž  identifikovány  epiteliální  buňky pacienta,  ale  také  malá  frakce  buněk 
dárcovského původu, které morfologicky vypadaly jako buňky epiteliální. V další fázi byla 
potom barvením na cytokeratin epiteliální příslušnost těchto buněk potvrzena. Byly nalezeny 
u tří z deseti pacientů, u nichž tvořily 0,4 – 1,3 % epiteliálních buněk přítomných v moči. Tito 
pacienti byli v době odběru vzorků 2-14 let po proběhlé transplantaci.
  Bez ohledu na výše zmíněné výsledky je  ale  jisté,  že  obsah ucfDNA je velmi  zřetelně 
ovlivněn fyziologií  dolních částí  uropoetického traktu.  V době našeho výzkumu se většina 
analýz  ucfDNA  u  onkologických  pacientů  zabývala  karcinomem  prostaty  (Muller  and 
Brenner  2006,  Casadio  et  al.  2013,  Truong  et  al.  2013).  Práce  sledující  ucfDNA 
v supernatantu u pacientů s karcinomem močového měchýře byly de facto pouze čtyři: 
  Casadio  et  al.  (Casadio  et  al.  2013) pracují  s hypotézou,  že  pokud cfDNA pocházející 
z apoptotických buněk má fragmenty kratší než cfDNA uvolněná z nádorových buněk, mělo 
by být možné na základě analýzy délky fragmentů DNA odlišit pacienty s karcinomem. Jejich 
pilotní  studie  tuto  hypotézu  potvrzuje,  ale  závěry  nebyly  nikde  dále  verifikovány.  Tatáž 
skupina se ovšem zabývala i metodicky stejnou analýzou u pacientů s karcinomem prostaty. 
Tady byly výsledky jejich pilotní práce  (Casadio et al. 2013) potvrzeny i následnou studií 
(Salvi et al. 2015). Přestože prediktivní hodnoty jejich analýz byly velmi dobré, nedosahovaly 
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výpovědních  hodnot  běžně  používaného  vyšetření  PSA,  takže  pro  diagnostiku  karcinomu 
prostaty neznamenají zatím žádný přínos. 
  V pilotní studii Zancan et al.  (Zancan et al. 2005) byly analyzovány vzorky 35 pacientů se 
suspektním  karcinomem  močového  měchýře.  Studie  měla  slibné  výsledky.  Na  základě 
vysokých koncentrací ucfDNA byli diagnostikováni všichni pacienti s pozitivní cystoskopií. 
Bylo  ale  určeno  i  36,8  %  falešně  pozitivních  výsledků.  Následná  studie  stejné  skupiny 
(Zancan  et  al.  2009) vycházela  opět  z koncentrací  ucfDNA,  které  byly  měřeny  různými 
metodami  -  spektrofotometricky  (GeneQuant  Pro,  Nano  Drop  1000),  fluorometricky 
(Quant-iT DNA high-sensitivity assay kit) a pomocí real-time PCR (gen APP pro amyloidový 
prekurzorový  protein).  Ovšem  závěry  pilotního  projektu  potvrzeny  nebyly,  tudíž  bylo 
uzavřeno, že koncentrace ucfDNA nejsou jako marker onkologického onemocnění močového 
měchýře použitelné.
  V publikaci  Chang  et  al.  (Chang  et  al.  2007) nejsou  hodnoceny  samotné  koncentrace 
ucfDNA,  ale  jejich  hodnoty  jsou  adjustovány  na  koncentraci  močového  kreatininu.  Dle 
vyjádření autorů je tímto způsobem odlišení pacientů s nádorem od zdravých osob možné.
4.1.2.3 miRNA v moči u karcinomu močového měchýře
  V době  přípravy  této  studie  bylo  publikováno  několik  prací  zabývajících  se  alteracemi 
miRNA u pacientů s karcinomem močového měchýře. Část z nich analyzovalo přímo vzorky 
nádorové tkáně (Lin et al. 2009, Wszolek et al. 2011, Yoshino et al. 2011, Pignot et al. 2013, 
Feng et al. 2014, Zhang et al. 2014, Mahdavinezhad et al. 2015, Mahdavinezhad et al. 2015, 
Zhou et  al.  2015). V nich se nejčastěji  objevují  snížené koncentrace miR-99a  (Feng et  al. 
2014, Zhang et al.  2014, Zhou et al.  2015), miR-143  (Lin et al. 2009, Pignot et al.  2013, 
Zhang et al. 2014), miR-145 (Lin et al. 2009, Pignot et al. 2013, Zhou et al. 2015), miR-125b 
(11)(Lin et al. 2009, Zhang et al. 2014, Zhou et al. 2015), miR-133a/b (Yoshino et al. 2011, 
Pignot et al. 2013, Zhang et al. 2014) a miR-1 (Yoshino et al. 2011, Pignot et al. 2013, Zhang 
et al. 2014).
  Zajímavé může být například zjištění skupiny Wszolek et al. (Wszolek et al. 2011), kteří ve 
své  práci  porovnávají  vzorky  tkání  invazivních  a  neinvazivních  tumorů.  Udávají  hladiny 
miR-99a jako zvýšené v neinvazivních tumorech proti invazivním. Dále referují o snížených 
hladinách  miRNA,  které  jsou  v jiných  publikacích  naopak  citovány  jako  zvýšené  oproti 
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zdravé tkáni. Jsou to miRNA miR-30b  (Mahdavinezhad et al.  2015, Mahdavinezhad et al. 
2015), miR-141 (Mahdavinezhad et al. 2015, Mahdavinezhad et al. 2015, Zhou et al. 2015), 
miR-200b/c (Pignot et al. 2013, Mahdavinezhad et al. 2015, Mahdavinezhad et al. 2015, Zhou 
et al. 2015) a miR-21 (Zhou et al. 2015). Zatím nevíme, jestli tyto nálezy odráží spíše špatnou 
vzájemnou  porovnatelnost  výsledků  miRNA  studií  (Jarry  et  al.  2014),  nebo  skutečně 
poukazují na možnou roli miRNA ve vývoji nádoru od neinvazivního k invazivnímu, jak to 
naznačuje i další studie Lin et al. (Lin et al. 2009). Ta hovoří o snížených hladinách miR-143 
v nádorové  tkáni  a  zároveň  ukazuje,  že  růst  buněk  v  kultuře  byl  inhibován  v liniích 
transfekovaných miR-143, z čehož lze vyvozovat tumorsupresorovou roli této miRNA.
  Pouze jedna studie analyzovala miRNA profil v plazmě pacientů a udává zvýšené hladiny 
miR-99a (Feng et al. 2014). Další studie zkoumaly plnou moč (Hanke et al. 2010, Yamada et 
al. 2011, Wei et al. 2015). Referují o up-regulaci miR-96 a miR-183 (Yamada et al. 2011), 
miR-126 a miR-182 (Hanke et al. 2010, Wei et al. 2015).
  Pro  nás  nejzajímavější  byla  skupina  studií,  které  se  zabývaly  analýzou  močového 
supernatantu (Yun et al. 2012, Kim et al. 2013, Snowdon et al. 2013, Zhang et al. 2014, Zhou 
et  al.  2014).  Zhang et  al.  (Zhang et  al.  2014) ve  své publikaci  popisuje  snížené  hladiny 
miR-99a, miR-125b, miR-133b a miR-143 v supernatantu, tedy stejně jako přímo ve tkáni 
nádoru,  navíc  hladiny  korelují  s velikostí  nádoru.  Doporučuje  miR-99a  a  miR-125b  jako 
marker onemocnění. U těchto dvou miRNA je také popsán návrat jejich hodnot k normálu do 
čtyř týdnů po operaci. Down-regulaci miR-125b udává také Snowdon et al.  (Snowdon et al. 
2013) a miR-145 Yun et al. (Yun et al. 2012).
  Naopak zvýšené hladiny byly detekovány u miR-214 (Kim et al. 2013) a miR-106b (Zhou et 
al. 2014), která patří mezi miRNA často citované v souvislosti s kancerogenezí  (Kan et al. 
2009, Hudson et al. 2013). I její hladiny klesají v průběhu několika týdnů po chirurgickém 
odstranění nádoru. 
4.1.3 První část studie – výzkum cfDNA
4.1.3.1 Metodika
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  V naší studii bylo zahrnuto 66 pacientů s uroteliálním karcinomem močového měchýře a 
34 kontrolních  vzorků,  z toho  23  zdravých  dobrovolníků  a  11 pacientů  s benigním 
urologickým  onemocněním.  Z tohoto  celkového  počtu  byly  u  27  osob  (10  pacientů 
s maligním onemocněním, 6 s benigním, 11 zdravých osob) odebrány 2 vzorky moči, první 
ranní a druhá,  zhruba 2 hodiny po prvním odběru.  U ostatních osob byla odebrána pouze 
druhá  ranní  moč.  Ze  studie  byly  vyloučeny  osoby  s pozitivní  bakteriurií  a  leukocyturií. 
Cytologie moči byla hodnocena jako negativní nález u PAP I + II a pozitivní u PAP III až V.
  Pacienti  s karcinomem  podstoupili  buď  TURB  (45  osob)  nebo  radikální  cystektomii 
(21 osob). Patologem bylo definováno 25 nádorů jako stadium pTa, 20 jako pT1, jeden jako 
CIS (carcinoma in situ) a zbývajících 20 jako vyšší stadia pT2 – pT4. 
  Moč byla po odběru stabilizována (0,5M EDTA), ihned stočena a uchovávána v -20 °C. 
Volná DNA byla izolována z 2 ml supernatantu pomocí QiaAMP Circulating Nucleic Acid 
Kit (Qiagen). Vlastní měření koncentrace bylo provedeno metodou real-time PCR na přístroji 
7900HT Fast Real Time PCR (Life Technologies) absolutní kvantifikací housekeeping genu 
GAPDH pomocí standardní křivky.
  Statistické  zpracování  bylo  provedeno  programem  STATISTICA  verze  10  (StatSoft)  a 
MedCalc (MedCalc Software).
4.1.3.2 Výsledky
  V prvotní  fázi  bylo  z metodologického  hlediska  zkoumáno  27  vzorků.  U  nich  byly 
analyzovány vždy dva odběry moči ve stejný den – první a druhá ranní moč. Koncentrace 
ucfDNA ve druhé ranní moči byly vyšší (Wilcoxonův test, p = 0,044), vymočené objemy byly 
naopak  signifikantně  nižší  (Wilcoxonův  test,  p  =  0,002).  Pokud  jsme  použili  celkové 
množství ucfDNA, vypočítané vynásobením koncentrace ucfDNA a příslušného vymočeného 
objemu, hodnoty u první a druhé ranní moči se nelišily (Wilcoxonův test, p = 1,0). Rovněž 
regresní analýza potvrdila závislost mezi objemem moči a koncentrací ucfDNA (p = 0,0001). 
V následujících  analýzách  jsme  tedy  pracovali  s hodnotami  celkového  množství  ucfDNA. 
Protože  při  použití  těchto  hodnot  není  rozdílu  mezi  první  a  druhou  ranní  močí,  bylo 
z praktického hlediska rozhodnuto používat druhý ranní odběr. 
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  Následně byly porovnávány hladiny ucfDNA u pacientů a zdravých osob (graf 9). Celkové 
množství ucfDNA bylo ve skupině pacientů statisticky signifikantně vyšší (Mann-Whitneyův 
test, p = 0,0002). Za použití Kruskal-Wallisovy ANOVY byla porovnána množství ucfDNA 
navzájem  ve  všech  třech  skupinách.  Významné  rozdíly  byly  nalezeny  mezi  skupinou 
zdravých  a onkologických  pacientů  (p =  0,0009),  ale  hodnoty  těchto  pacientů  se nelišily 
od pacientů s benigními urologickými diagnózami (p = 0,3). Zároveň byly takto porovnány i 
hodnoty  mezi  skupinami  pacientů  s různými stadii  onemocnění.  Zatímco zdravé  osoby se 
lišily od všech podskupin od stadia pT1 výše (p < 0,0001), od podskupiny pTa se nelišily. 
Navíc se podskupina pTa odlišovala od podskupiny s vyššími stadii onemocnění (p < 0,0001).
  Konstrukcí  ROC křivky jsme získali  hodnotu AUC 0,725. AUC (area under the curve) 
znázorňuje obsah plochy pod křivkou a demonstruje tím výpovědní hodnotu dané metody. 
Hodnota  0,725  vykazuje  jistý  potenciál  k odlišení  pacientů  s  karcinomem,  ale  pro 
diagnostické použití je příliš nízká (graf 10). Při prahové hodnotě 65,055 ng (cut-off) byly 
stanoveny hodnoty nejlepší senzitivity a specifity testu – senzitivita 42,4 % a specifita 91,2 %. 
Prediktivní hodnota pozitivního testu je 90 % a negativního testu je 45 %. Pokud tuto metodu 
srovnáme s dosud běžně používanou cytologií,  získáme zhruba stejné  výpovědní  hodnoty. 
V našem souboru pacientů byl u LG nádorů diagnostikován oproti cytologickému vyšetření 
jeden případ navíc, ale na druhou stranu přibyly také 3 falešně pozitivní vzorky. U HG nádorů 
pak bylo diagnostikováno o 2 pacienty více než dle výsledků cytologie.
Graf 9
Krabicový graf celkového obsahu ucfDNA ve druhé ranní moči (ng) u zdravých osob (ko),  
pacientů  s benigní  urologickou  diagnózou  (ko  dg)  a  pacientů  s jednotlivými  stadii  pT  
uroteliálního  karcinomu.  Čtvereček  označuje  medián,  box  horní  a  dolní  kvartil  (25  
% -  75 %), svorky rozsah neodlehlých hodnot.
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Graf 10
ROC křivka. Diagnostická účinnost celkového obsahu ucfDNA ve druhé ranní moči (skupina  
pacientů s karcinomem močového měchýře proti skupině zdravých osob). Obsah plochy pod  
křivkou (AUC) je 0,725. Při prahové hodnotě 65,055 ng (cut-off) je senzitivita testu 42,4 % a  
specifita 91,2 %. Graf převzat z publikovaného článku (Brisuda et al. 2016).
4.1.3.3 Diskuse
  Cílem studie bylo odpovědět na tři otázky. O obsahu ucfDNA v první a druhé ranní porci 
moči jsme zjistili, že pokud bychom porovnávali koncentrace, bude jejich průměrná hodnota 
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vyšší v druhé ranní moči. Jestliže ale porovnáváme celkové množství ucfDNA v konkrétních 
porcích  moči  (tedy  koncentrace  vynásobené  vymočeným  objemem)  budou  tato  množství 
u jednotlivých pacientů konstantní. Nezáleží tedy na tom, který z odběrů použijeme. My jsme 
se rozhodli pro druhou ranní moč z důvodu lepší spolupráce odebíraných osob a konstantní 
době  (2  hodiny)  setrvání  moči  v močovém  měchýři  na  rozdíl  od  proměnlivého  nočního 
intervalu  u jednotlivých  osob.  Zároveň  je  tato  doba relativně  krátká,  což  znamená  menší 
úroveň cytolýzy než u delších nočních intervalů.
  Rovněž  jsme  zodpověděli  i  otázku  kvantifikace.  Z předchozích  studií  vyplývalo,  že 
vhodnější než samotná koncentrace ucfDNA bude přepočet zohledňující celkovou koncentraci 
moči, například adjustace na kreatinin (Chang et al. 2007). Naše metoda výpočtu celkového 
množství ucfDNA se zdá být pro tento účel vyhovující, i když měření celkového vymočeného 
objemu není vždy pohodlné. Ovšem i metoda s přepočtem na kreatinin má svá úskalí. Hladiny 
kreatininu v moči jsou závislé na úrovni glomerulární filtrace, příjmu tekutin a individuálním 
metabolismu. Jsou vyšší u mužů než u žen, kolísají s věkem a jsou zde pozorovány i etnické 
rozdíly (Dyer et al. 2004). 
  Co  se  týká  hlavního  cíle  studie,  nalézt  vhodný  marker  pro  neinvazivní  diagnostiku 
karcinomu močového měchýře, dospěly naše analýzy k velmi podobné senzitivitě a specifitě 
jako má běžně užívaná metoda cytologická  (Lotan and Roehrborn 2003). Možnost odlišení 
pacientů od zdravých kontrol je v souladu s předchozí studií Chang et al. (Chang et al. 2007). 
Na rozdíl od této studie jsme ovšem zaznamenali i odlišnosti mezi pacienty s pTa stadiem a 
vyššími stadii  nádoru. Naše závěry jsou zdánlivě v rozporu se závěry studie Zancan et al. 
z roku 2009  (Zancan et al.  2009). Ovšem soubor pacientů v této studii zahrnoval převážně 
pacienty se stadiem pTa, kteří se, pokud jsou vyčleněni jako samostatná skupina, od zdravých 
kontrol  ani  podle  našich  závěrů  neliší.  Ani  jedna  ze  studií  neuvádí,  jestli  jako  kontrolní 
skupinu používali  zdravé osoby nebo pacienty s jiným urologickým onemocněním. Zde je 
ovšem nutno  si  uvědomit,  že  karcinom močového  měchýře  je  především nádorem mužů 
vyššího věku, u kterých se již velmi těžko hledají do kontrolní skupiny osoby zcela zdravé, 
protože většina z nich už má nějaký interní, často i urologický nález přiměřený věku.
  Publikace  byla  dosud  pětkrát  citována.  V souhrnném  review  Peng  et  al.  Non-blood 
circulating tumor DNA detection in cancer v časopisu Oncotarget (Peng et al. 2017), v review 
Clinical applications of urinary cell-free DNA in cancer skupiny Lu et al. (Lu and Li 2017), 
v review Di Meo et al. Liquid biopsy: a step forward towards precision medicine in urologic 
malignancies  (Di  Meo  et  al.  2017),  kde  je  jedinou  prací  zmiňovanou  v souvislosti 
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s kvantifikací cfDNA v moči, a v review Tan et al. Novel urinary biomarkers for detection of 
bladder  cancer  (Tan  et  al.  2018).  Poslední  citace  je  v metodické  práci,  která  referuje  o 
rozdílech v izolaci ucfDNA různými komerčně dostupnými kity a ve které na základě naší 
práce Streleckiene et al. pracují s druhou ranní močí (Streleckiene et al. 2018). 
4.1.4 Druhá část studie – výzkum miRNA
4.1.4.1 Metodika
  Tato část studie by zacílena na výzkum miRNA. Celkově bylo zpracováno 109 vzorků druhé 
ranní  moči,  73  od  pacientů  s karcinomem  močového  měchýře,  31  od  zdravých  osob  a 
5 od pacientů  s benigním  urologickým  onemocněním  nezánětlivého  charakteru.  Podmínky 
odběru a zpracování druhé ranní moči byly stejné jako v předchozí části studie, s jediným 
rozdílem,  že  pro  stabilizaci  vzorku  byl  použit  RNA Later  (Ambion,  Life  Technologies). 
Izolace miRNA byla provedena pomocí Urine microRNA Purification Kit (Norgen Biotek 
Corporation). 
  Primárně jsme se zaměřili  na analýzu obsahu jednotlivých miRNA v moči u osob napříč 
celým populačním spektrem, tedy na miRNA detekovatelné v moči všech osob bez ohledu na 
pohlaví, věk a zdravotní stav. Pro tuto část výzkumu jsme použili vzorky 70 osob (45 mužů, 
25  žen,  věkové  rozmezí  20 - 84  let,  15  zdravých  osob,  5  pacientů  s neonkologickým 
urologickým  onemocněním,  50  pacientů  s karcinomem  močového  měchýře).  Po  izolaci 
miRNA  byla  provedena  reverzní  transkripce  pomocí  TaqMan  MicroRNA  Reverse 
Transcription  Kit  s Megaplex  RT Primers  Human Pool  A v2.1 a  preamplifikace  TaqMan 
MicroRNA Preamplification s Megaplex PreAmp Primers Human Pool A v2.1. Metodou real-
time PCR na přístroji 7900HT Fast Real Time PCR byl s použitím technologie TaqMan Array 
Human MicroRNA Card A v2.1 (všechny reagencie i přístroj - Life Technologies) sledován 
obsah 381 miRNA.
  Vlastní výzkum miRNA u karcinomu močového měchýře byl rozdělen na tři části. Pro první 
bylo  použito  59  vzorků  (46  pacientů,  13  zdravých)  z předešlého  primárního  výzkumu 
s použitím TaqMan Array Human MicroRNA Card A v2.1. Z analýzy byly vyjmuty vzorky 
pacientů  s pozitivní  bakteriurií  a  leukocyturií.  Byly  hodnoceny  rozdíly  v  hladinách 
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381 miRNA. Toto široké spektrum umožnilo vyhodnotit nejvíce alterované miRNA a zároveň 
vybrat vhodné miRNA pro normalizaci v dalších analýzách.
  Ve druhé fázi projektu byly zkoumány vzorky stejných osob jako v první fázi, ale zaměřili 
jsme se na vybraných 13 miRNA, které byly analyzovány samostatně jednotlivými TaqMan 
MicroRNA Assays.  Zde byla  prováděna reverzní  transkripce  pomocí  TaqMan MicroRNA 
Reverse Transcription Kit s TaqMan MicroRNA Assays (vše Life Technologies).
  Závěrečná třetí  fáze projektu ověřovala stejnou metodou 13 miRNA na souboru nových 
50 osob  (27  pacientů  s karcinomem  močového  měchýře,  18 zdravých  osob  a  5  pacientů 
s benigním urologickým onemocněním nezánětlivého charakteru). V této fázi nebyly zařazeny 
vzorky žádných pacientů s pokročilými stadii tumoru (pT3, pT4), aby bylo možno analyzovat 
situaci u nižších stadií, z klinického hlediska důležitější pro včasnou diagnostiku.
  Statistické  vyhodnocení  bylo  provedeno pomocí  programů ExpressionSuite  v1.0.2  (Life 
Technologies), qBase v2.4 (Biogazelle), STATISTICA verze 10 (StatSoft), G*Power version 
3.1.9.2 (Franz Faul, Universität Kiel) a The Waikato Environment for Knowledge Analysis 
software  (University  of  Waikato).  Pro  bioinformatickou  analýzu  byly  použity  databáze 
miRWalk (Dweep et al. 2014) a DAVID (Huang da et al. 2009).
4.1.4.2 Výsledky
  Na základě porovnání 70 vzorků osob odlišného věku, pohlaví a zdravotního stavu jsme 
vyhodnotili  30 miRNA, které jsou ve vzorku moči  detekovatelné nezávisle  na uvedených 
skutečnostech. Jedná se o miRNA : let-7c, let-7e, miR-100, miR-106a, miR-125b, miR-146a, 
miR-146b-5p,  miR-17,  miR-191,  miR-192,  miR-194,  miR-197,  miR-19b,  miR-200b, 
miR-200c, miR-203, miR-204, miR-21, miR-24, miR-26a, miR-27b, miR-28-3p, miR-29a, 
miR-30b, miR-30c, miR-31, miR-532-3p, miR-886-3p, miR-886-5p, miR-99b. Naše výsledky 
jsme potom v databázi miRWalk porovnali  s dostupnými daty o expresi miRNA v tkáních 
ledvin, genitourinárního traktu a v plazmě. Jednotlivé miRNA expresní soubory se vzájemně 
prolínají a pouze 3 miRNA (miR-532-3p, miR-886-3p a miR-886-5p) z vybraných 30 nebyly 
dosud detekovány jinde než v moči (graf 11).
  Poté jsme postoupili k hledání vhodného markeru karcinomu močového měchýře. Nejprve 
jsme  tedy  analyzovali  široké  spektrum  381  miRNA.  Za  použití  programu  geNorm  byly 
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vybrány 3 miRNA (miR-191, miR-28-3p, miR-200b) vhodné pro normalizaci hladin miRNA 
v dalších  částech  projektu.  Zároveň  bylo  vybráno  13  miRNA  s největšími  rozdíly  mezi 
pacienty  a  kontrolami,  a  to  za  použití  dvou  nezávislých  normalizačních  metod  (srovnání 
k průměru uvedených tří miRNA a ke globálnímu průměru).
  Ve druhé fázi byly potom rozdíly v expresi vybraných miRNA verifikovány jinou detekční 
metodou.  Deset  z těchto  miRNA  (miR-30b,  miR-99a,  miR-125b,  miR-204,  miR-532-3p, 
let-7c,  miR-16,  miR-425,  miR-93,  miR-199a-3p)  bylo ověřeno jako statisticky významné. 
Zároveň bylo provedeno porovnání mezi skupinami pacientů s invazivním (pT2 – pT4, 24 
osob) a povrchovým (pTa + pT1, 22 osob) typem nádoru. Obě tyto skupiny se v uvedených 
miRNA lišily od zdravých kontrol, ale mezi sebou se nelišily v žádné z nich.
  V poslední fázi jsme předcházející výsledky verifikovali na novém souboru osob. Rozsah 
souboru  pro  tuto  část  byl  určen  power  analýzou.  Statisticky  významné  rozdíly  (Mann-
Whitneyův  test,  Benjamini-Hochbergova  korekce)  byly  zjištěny  u  5  miRNA:  miR-30b 
(p = 0,0002),  miR-99a  (p  =  0,0019),  miR-125b  (p  <  0,0001),  miR-204  (p  =  0,0001)  a 
miR-532-3p (p = 0,0031). Hladiny všech rozdílných miRNA byly u pacientů s karcinomem 
snížené (graf 12). Mezi hladinami miR-99a a miR-125b byla nalezena statisticky významná 
korelace (r = 0,89, p < 0,0001). V bioinformatické analýze se posléze ukázalo, že obě regulují 
velkou skupinu genů, které hrají důležitou úlohu v kancerogenezi, zvláště pak u karcinomu 
močového měchýře.
  U jednotlivých miRNA byly konstruovány ROC křivky,  hodnoty AUC byly v intervalu 
0,7 - 0,8. Kombinací výsledků 4 miRNA v rozhodovacím schématu lze dosáhnout vyšetření 
s 80% senzitivitou, 71% specifitou a AUC = 0,836.
  Srovnání výsledků jednotlivých skupin pacientů podle stadia onemocnění nebylo provedeno, 
protože  potřebná  velikost  souboru  by  byla  příliš  velká  a  nebylo  by  možné  v omezeném 
časovém horizontu shromáždit dostatečný počet pacientů v jednotlivých skupinách.
Graf 11
Vennův  diagram ukazující  průniky  skupin  miRNA,  které  jsou v literatuře  referovány  jako 
hojně zastoupené v plazmě, ledvinách a genitourinárním traktu, s naším souborem miRNA 
detekovaných ve všech vzorcích moči bez ohledu na věk, pohlaví a zdravotní stav osoby. Graf  
převzat z publikovaného článku (Pazourkova et al. 2016).
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Graf 12
Krabicový graf kvantifikace vybraných miRNA v moči u pacientů s karcinomem močového 
měchýře  a  zdravých  osob.  Osa  Y  -  relativní  množství  (CNRQ –  calibrated  normalizated  
relative  quantities)  při  normalizaci  pomocí  tří  miRNA  (miR-191,  miR-28-3p,  miR-200b).  
Čtvereček  označuje  medián,  box  horní  a  dolní  kvartil  (25  %  –  75  %),  svorky  rozsah  
neodlehlých hodnot.
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4.1.4.3 Diskuse
  Bylo nalezeno 30 miRNA, které jsou součástí miRNA profilu v moči všech osob bez ohledu 
na jejich pohlaví, věk a zdravotní stav. O většině z nich bylo podle databáze miRWalk v době 
provádění studie referováno jako o exprimovaných v plazmě nebo tkáni ledvin, takže do moči 
se mohou dostávat z plazmy transferem přes filtrační systém ledvin nebo přímo z jejich tkáně. 
Pouze  3  z nich  nebyly  detekovány  ani  v tkáni  ledvin  ani  v plazmě,  tudíž  lze  spekulovat 
o jejich původu v moči ze spodních částí genitourinárního traktu.
  Další zajímavé srovnání bylo s prací Silva et al. (Silva et al. 2015), která se zabývá miRNA 
jako potenciálními biomarkery jednotlivých tělních tekutin pro forenzní účely. Zvláštní je, že 
ve srovnávacím výčtu tekutin zcela chybí moč. Dle našich výsledků potom většina miRNA, 
které jsou referovány jako vhodné pro odlišení plasmy nebo venózní krve, byla detekována i 
ve vzorcích  moči  u  různého  počtu  zkoumaných  osob  (nejméně  2,  nejvíce  70).  Také  zde 
vidíme možnost transferu těchto miRNA přes ledviny do moči.
  Jádrem  studie  bylo  zjištění  změn  miRNA  profilu  u  pacientů  s karcinomem  močového 
měchýře.  Bylo  nalezeno  5  nejvíce  alterovaných  miRNA,  jejichž  hladiny  byly  u  pacientů 
oproti  zdravým  osobám  snížené.  Jedná  se  o  miR-30b,  miR-99a,  miR-125b,  miR-204  a 
miR-532-3p. 
  Naše výsledky jsou v souladu s předchozími publikovanými studiemi. Častěji jsou citovány 
snížené hladiny miR-99a a miR-125b a to nejen v supernatantu, ale i přímo v tkáni nádoru a 
plazmě (Lin et al. 2009, Feng et al. 2014, Zhang et al. 2014, Zhou et al. 2015). U miR-125b 
byl  prokázán její  inhibiční  vliv  na  růst  nádoru  transfekčním experimentem  (Huang et  al. 
2011). Autoři této studie to vysvětlují jejím cílením na onkogen E2F3.  Feng et al. (Feng et al. 
2014) referují  o  snížené  expresi  miR-99a  v plazmě  nemocných  s karcinomem  močového 
měchýře  i  přímo v jeho  tkáni.  Geny pro  obě  tyto  miRNA leží  ve  společném clusteru  na 
chromozomu 21  (Calin et  al.  2004) a v naší studii  jejich hladiny vzájemně korelovaly jak 
u pacientů, tak u zdravých osob. Také bioinformatická analýza potvrdila jejich účast ve vývoji 
karcinomu močového měchýře a ukázala  jimi  ovlivňované geny, které  by mohly souviset 
s karcinogenním působením kouření u nádorů močového měchýře (Besaratinia and Tommasi 
2013).  Bohužel  složení  našeho  souboru  neumožňovalo  statisticky  validní  analýzu  rozdílů 
mezi skupinami kuřáků a nekuřáků.
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  Down-regulace miR-204 byla nalezena ve tkáni nádoru  (Catto et al. 2009, Yoshino et al. 
2011) i v močovém sedimentu (Yoshino et al. 2011), ale o jejím obsahu v supernatantu dosud 
nebyla podána žádná zpráva.
  Práce  o  expresi  miR-30b  u  pacientů  s karcinomem  močového  měchýře  jsou  ve  svých 
výsledcích značně heterogenní a lze v nich najít  údaje o snížených  (Wszolek et al.  2011), 
zvýšených (Mahdavinezhad et al. 2015, Mahdavinezhad et al. 2015) i nealterovaných (Wei et 
al. 2015) hladinách této miRNA.
  O miR-532-3p nehovoří v souvislosti s karcinomem močového měchýře žádná publikace. 
V onkogenetice je  ale například prokázáno její  zvýšení ve tkáni nádoru jícnu  (Zhao et  al. 
2013).
  Vzhledem k vyšší incidenci karcinomu u mužů než u žen jsme porovnávali  také expresi 
miRNA v těchto dvou skupinách navzájem, ale nenalezli  jsme žádné statisticky významné 
rozdíly.
  Ze závěrečného zhodnocení naší práce vyplývá, že najít jednu konkrétní miRNA v moči, 
která  by byla použitelná  jako jednoznačný marker  karcinomu močového měchýře,  zřejmě 
nebude  jednoduché,  ne-li  nemožné.  V současnosti  používaná  diagnostika  by  mohla  být 
rozšířena  o  vzájemnou  kombinaci  několika  miRNA,  ale  pro  tento  účel  je  třeba  dalšího 
výzkumu a zpřesnění výsledků.
  Článek  byl  dosud  10x  citován.  Čtyřikrát  se  jednalo  o  review  shrnující  úlohu  miRNA 
v patogenezi  karcinomu močového měchýře.  Pop-Bica et  al.  (Pop-Bica et  al.  2017) cituje 
down-regulaci  miR-125b.  Liu  et  al.  (Liu  et  al.  2017) a  Wieczorek  et  al.  (Wieczorek  and 
Reszka  2018) uvádějí  výsledky  našeho  článku  v souvislosti  s přehledem  potenciálních 
biomarkerů pro detekci karcinomu močového měchýře. Dong et al. (Dong et al. 2017) má ve 
svém review přehlednou tabulku všech dosud publikovaných změn u jednotlivých miRNA. 
Z ní  vyplývá,  že  naše  nálezy  se  shodují  s dalšími  studiemi.  Souhrnné  review  Wu  et  al. 
analyzuje biomarkery v moči se zřetelem ke karcinomu prostaty  (Wu et al. 2017). Review 
Tan et al.  shrnuje poznatky o nových biomarkerech močového měchýře  (Tan et al.  2018). 
Další  citace je v úvodu práce skupiny Matsuo et  al.  (Matsuo et al.  2017), která zkoumala 
změny  exprese  hemoxygenázy,  proteinu  spojeného  s odpovědí  na  stres,  u  pacientů 
s karcinomem  močového  měchýře.  Exprese  tohoto  proteinu  je  spojena  s maligním 
potenciálem a špatnou prognózou u různých druhů nádorů. Práce skupiny Smith et al. (Smith 
et al. 2017) popisuje možnost detekce miRNA izolovaných z moči pomocí elektrochemické 
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metody hybridizace.  Zde je  naše studie uváděna jako příklad výzkumu alterací  miRNA u 
karcinomu močového měchýře. Wang et al.  (Wang et al. 2018) věnují pozornost roli jedné 
konkrétní  miRNA -  miR-940 -  ve  vývoji  karcinomu močového měchýře.  Je  popsána  její 
zvýšená  exprese  v buňkách  nádorové  tkáně,  jež  zvyšuje  proliferaci  a  migraci  buněk, 
invazivitu  nádoru  a  v buňkách  inhibuje  apoptózu.  Toto  navýšení  exprese  je  spojeno  se 
zvýšenou expresí proteinů Wnt/β-kateninové dráhy (například c-Myc, cyklin D1, β-katenin). 
Naše  práce  je  opět  uváděna  jako  možnost  využívat  miRNA  jako  biomarkery  karcinomu 
močového  měchýře.  Zmínka  je  i  v úvodu  práce  Zaporozhchenko  et  al.  zabývající  se 
výzkumem miRNA u onemocnění prostaty (Zaporozhchenko et al. 2018).
  Jednou citován byl i článek mapující profil miRNA v moči u všech osob a možnosti původu 
těchto miRNA, a to sice v review Barreiro et al. (Barreiro and Holthofer 2017), kde je zmíněn 
právě v souvislosti s možným průchodem miRNA z krevní cirkulace do moči.
4.1.5 Závěr
  V první části našeho výzkumu volných NA v moči jsme se zaměřili na DNA. Z hlediska její 
kvantifikace se jako vhodná jeví  metoda stanovení  celkového množství  ucfDNA, které se 
neliší  mezi  jednotlivými  odběry v průběhu dne.  Z hlediska možného přínosu k diagnostice 
karcinomu  močového  měchýře  má  ale  měření  obsahu  ucfDNA  podobnou  senzitivitu  a 
specifitu  jako  standardně  používané  cytologické  vyšetření  močového  sedimentu.  Vyšší 
hladiny  ucfDNA  byly  detekovány  u  pacientů  s invazivními  stadii  nádoru,  ale  u  pacientů 
s neinvazivními  tumory  jsou srovnatelné  s hladinami  u zdravých  osob,  a  neumožňují  tedy 
jejich odlišení.
  Ve druhé části byla věnována pozornost volným miRNA v močovém supernatantu. Nejprve 
bylo určeno spektrum miRNA, které se vyskytují v moči všech osob bez ohledu na pohlaví, 
věk  a  zdravotní  status  osoby.  Dále  bylo  nalezeno  a  validačními  experimenty  ověřeno 
5 miRNA (miR-30b,  miR-99a,  miR-125b,  miR-204 a miR-532-3p),  jejichž  hladiny se liší 
u nemocných a zdravých osob. Jejich vhodnou kombinací by bylo možno vytvořit algoritmus 
pro diagnostiku onemocnění, ovšem schéma je poměrně složité a pro praktické použití zatím, 
i vzhledem k náročnosti metody a její ceně, není vhodné.
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4.1.6 Příloha 3 – články
  K této  části  práce  byly  publikovány  tři  články,  které  jsou  přiloženy  na  následujících 
stránkách.
4.1.6.1 Urinary  cell-free  DNA  quantification  as  non-invasive  biomarker  in  patients 
with bladder cancer
Autoři: Antonín Brisuda, Eva Pazourková, Viktor Soukup, Aleš Hořínek, Jan Hrbáček, Otakar 
Čapoun,  Iveta  Svobodová,  Šárka  Pospíšilová,  Marie  Korabečná,  Jaroslav  Mareš,  Tomáš 
Hanuš, Marek Babjuk
Publikováno v Urologia Internationalis v roce 2016
Citace:
Brisuda, A., Pazourkova, E., Soukup, V., Horinek, A., Hrbacek, J., Capoun, O., et al. (2016). 
Urinary Cell-Free DNA Quantification as Non-Invasive Biomarker in Patients with 
Bladder Cancer. Urol Int 96, 25-31.
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4.1.6.2 Comparison of microRNA content in plasma and urine indicates the existence 
of a transrenal passage of selected microRNAs
Autoři: Eva Pazourková, Šárka Pospíšilová, Iveta Svobodová, Aleš Hořínek, Antonín Brisuda, 
Viktor Soukup, Jan Hrbáček, Otakar Čapoun, Jaroslav Mareš, Tomáš Hanuš, Marek Babjuk, 
Marie Korabečná
Publikováno v Advances in Experimental Medicine and Biology v roce 2016
Citace:
Pazourkova,  E.,  Pospisilova,  S.,  Svobodova,  I.,  Horinek,  A.,  Brisuda,  A.,  Soukup,  V., 
Hrbacek, J., Capoun, O., Mares, J., Hanus, T., et al. (2016). Comparison of MicroRNA 
Content  in  Plasma  and  Urine  Indicates  the  Existence  of  a  Transrenal  Passage  of 
Selected MicroRNAs. Adv Exp Med Biol 924, 97-100.
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4.1.6.3 MicroRNAs in urine supernatant as potential non-invasive markers for bladder 
cancer detection
Autoři: Šárka Pospíšilová, Eva Pazourková, Aleš Hořínek, Antonín Brisuda, Iveta Svobodová, 
Viktor  Soukup,  Jan  Hrbáček,  Otakar  Čapoun,  Tomáš  Hanuš,  Jaroslav  Mareš,  Marie 
Korabečná, Marek Babjuk
Publikováno v Neoplasma v roce 2016
Citace:
Pospisilova,  S.,  Pazourkova,  E.,  Horinek,  A.,  Brisuda,  A.,  Svobodova,  I.,  Soukup,  V., 
Hrbacek,  J.,  Capoun,  O.,  Hanus,  T.,  Mares,  J.,  et  al.  (2016).  MicroRNAs in urine 
supernatant as potential non-invasive markers for bladder cancer detection. Neoplasma 
63, 799-808.
94
Článek dostupný v příloze.
95
Článek dostupný v příloze.
96
Článek dostupný v příloze.
97
Článek dostupný v příloze.
98
Článek dostupný v příloze.
99
Článek dostupný v příloze.
100
Článek dostupný v příloze.
101
Článek dostupný v příloze.
102
Článek dostupný v příloze.
103
Článek dostupný v příloze.
104
Článek dostupný v příloze.
105
5 Volné nukleové kyseliny v těhotenství
5.1 Neinvazivní prenatální diagnostika RhD plodu 
5.1.1 Předpoklady a cíle studie
  V naší laboratoři je v rámci prenatální diagnostiky rutinně testováno pohlaví plodu z krve 
matky a RhD plodu u RhD negativních matek rovněž z jejich krve. Obě tato vyšetření jsou 
prováděna metodou real-time PCR, která je velmi citlivá i pro malá vstupní množství DNA. 
Nová  metoda  droplet  digital  PCR je  rovněž  deklarována  jako  vysoce  senzitivní,  zvláště 
u materiálů s nízkými koncentracemi detekované sekvence DNA. V rámci této studie jsme 
chtěli  porovnat  parametry  obou metod,  abychom na základě  zjištěných  skutečností  mohli 
zvážit  možnost  nahradit  stávající  techniku  neinvazivního  prenatálního  vyšetření  novou 
metodou.
5.1.2 Teoretický úvod
5.1.2.1 Fetální volná DNA
  Průkaz volné fetální DNA (cffDNA) v krvi matky poskytli poprvé v roce 1997 Lo et al. (Lo 
et al. 1997). Zdrojem cffDNA je převážně placentární trofoblast (Flori et al. 2004), což bylo 
prokázáno Alberrym et al.  v roce 2007  (Alberry et al.  2007) pozorováním hladin cffDNA 
v krvi  matek  s  neembryonálními  těhotenstvími.  V krvi  matky  je  detekovatelná  již  kolem 
5. týdne těhotenství, i když pro spolehlivé vyšetření je doporučováno provádět odběr krve až 
po 10. týdnu gestace (GT) (Lo et al. 1998, Galbiati et al. 2005).
  Fetální  frakce,  tedy  podíl  cffDNA  na  celkové  volné  DNA  v krvi  matky  se  pohybuje 
v relativně  širokém rozmezí  (Lo et  al.  1998) a  naměřené  hodnoty se liší  i  v závislosti  na 
použité metodě (Lun et al. 2008). Je závislá hlavně na gestačním stáří plodu, se zvyšujícím se 
GT stoupá. V 10. GT je průměrně 10,2 %, mezi 10. a 20. týdnem stoupá zhruba o 0,1 % 
týdně, po 21. GT pak až o 1 % týdně (Wang et al. 2013). Vliv na velikost fetální frakce mají i 
další  faktory,  například  hmotnost  matky  (Haghiac  et  al.  2012) nebo  její  zvýšená  fyzická 
aktivita  (Atamaniuk  et  al.  2004),  při  nichž  dochází  k  relativnímu  snížení  fetální  frakce 
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vzhledem  k většímu  množství  mateřské  cfDNA.  Zatímco  velikost  fetální  frakce  během 
těhotenství  stoupá,  celkové  množství  cfDNA  v krvi  matky  zůstává  relativně  konstantní 
(Horinek et al. 2008).
  Signifikantně  zvýšené  hladiny  cffDNA  nacházíme  u  některých  patologických  stavů 
spojených  s graviditou,  jako  jsou  abnormálně  invazivní  placenta  (Sekizawa  et  al.  2002), 
intrauterinní růstová retardace plodu  (Caramelli et al. 2003), polyhydramnion  (Zhong et al. 
2000), mimoděložní těhotenství (Lazar et al. 2006), předčasný porod (Leung et al. 1998) nebo 
aneuploidie  plodu  (Lo  et  al.  1999).  Jedná  se  o nespecifický  jev,  související  s  růstem  a 
apoptózou trofoblastů  a  s procesem placentace,  které  mohou být  v těchto  případech různě 
alterovány. Detailně studovanou diagnózou v tomto směru je preeklampsie, u níž je popsáno 
až pětinásobné zvýšení hladin cffDNA (Lo et al. 1999, Zeybek et al. 2013) oproti zdravým 
těhotným  (Lo et al.  1999). Ke zvýšení dochází už před klinickou manifestací onemocnění 
(Leung et al.  2001). Navíc se zvyšuje nejen fetální frakce, ale i celková mateřská cfDNA 
(Zhong et al. 2001), obě v korelaci se závažností patologie (Swinkels et al. 2002).
  Po porodu jsou fragmenty cffDNA rychle eliminovány z matčina krevního oběhu, průměrně 
za 4 – 30 minut, u naprosté většiny osob vymizí do 2 hodin a druhý den po porodu již nebyla 
cffDNA detekována u žádné pacientky  (Lo et al.  1999). Tato skutečnost je velmi důležitá 
z hlediska možnosti ovlivnění výsledků vyšetření v dalších těhotenstvích.
  Analýza cffDNA je využívána v prenatální diagnostice. Zatímco invazivní metody vyšetření, 
jako je odběr choriových klků (CVS) a odběr plodové vody (AMC), jsou i v rukou zkušeného 
odborníka zatíženy jistým, i když v současnosti již velmi nízkým, rizikem poškození plodu a 
možným  narušením  průběhu  těhotenství,  u  této  neinvazivní  diagnostiky  pacientku 
nevystavujeme žádnému riziku, a i psychická zátěž a míra stresu jsou pro ni mnohem nižší 
(Tabor et al. 2009). V současné době je rutinně prováděna diagnostika RhD plodu a pohlaví 
plodu z krve matky (Lo et al. 1998, Costa et al. 2002). 
  Poslední  novinkou zaváděnou do rutinní  diagnostiky  je  neinvazivní  prenatální  testování 
(NIPT)  pro  nejčastější  chromozomální  aneuploidie  –  trizomie  13,  18  a  21.  Jedná  se 
o vyšetření cffDNA z krve matky metodou NGS. Toto vyšetření je v současnosti indikováno, 
pokud  se  riziko  stanovené  prvotrimestrálním  biochemickým  screeningem  pohybuje  mezi 
1/101 až 1/500 a současně je u pacientky negativní ultrazvukový nález. Pozitivní výsledek 
NIPT je potom vždy nutné ověřit invazivním vyšetřením (Springer et al. 2018). 
107
5.1.2.2 RhD inkompatibilita
  K RhD vyšetření plodu je přistupováno, pokud je matka RhD negativní, takže existuje riziko 
RhD inkompatibility,  pokud by plod byl RhD pozitivní.  V takovém případě je těhotenství 
nutno dále sledovat pro možný rozvoj hemolytické choroby plodu a novorozence  (Urbaniak 
and Greiss 2000). Při ní přecházejí mateřské protilátky anti-D IgG přes placentu do krevního 
oběhu  plodu  a  ničí  fetální  erytrocyty  (Daniels  et  al.  2004).  To  vede  k rozvoji  anémie, 
zvýšeným hladinám bilirubinu ve fetálním oběhu a posléze k poškození psychomotorického 
vývoje plodu. Při RhD inkompatibilitě je nutné monitorovat ultrasonograficky v pravidelných 
intervalech průtok krve v arteria cerebri media plodu (Mari et al. 2000, Oepkes et al. 2006), 
neboť při počínající anémii dochází k jeho změnám. V případě plodu RhD negativního, není 
třeba těhotenství v tomto směru dále sledovat, což ušetří značné finanční prostředky.
  V České republice jsou v rámci screeningových vyšetření v prvním trimestru testovány u 
všech těhotných nepravidelné antierytrocytární protilátky. Asi 5% žen má pozitivní screening, 
což představuje zhruba 5000 případů ročně. Ovšem jen u 1,5 % (tedy asi u 1500 žen) jsou 
nalezeny protilátky klinicky významné a pouze u 0,5 % se jedná o aloprotilátku anti-D (cca 
500 žen). Rizikových případů, tedy těch, jejichž plod je RhD pozitivní, je zhruba 60 % (300 
ročně),  zatímco  40  %  plodů  je  RhD  negativních  (200  ročně)  bez  rizika  inkompatibility 
(Kratochvilova et al. 2016).
  Dalším  preventivním  opatřením  je  potom  profylaktické  antenatální  podání  anti-D 
imunoglobulinu  (případně  podání  této  protilátky  při  invazivních  výkonech  v průběhu 
těhotenství) všem RhD negativním matkám. Pokud je ovšem plod rovněž RhD negativní, což 
je v praxi zhruba v jedné třetině těchto gravidit, je tato profylaxe zbytečná a podání anti-D 
imunoglobulinu není nutné (Clausen et al. 2014).
  Gen RHD je tvořen 10 exony a je vysoce polymorfní (Garcia et al. 2015). Jeho exprese vede 
k množství  variant  RhD  epitopů,  které  se  při  sérologickém  vyšetření  mohou  jevit  jako 
pozitivní, slabě pozitivní (tzv. weak varianty) a negativní. Osoby s různými weak variantami 
pak mohou, ale nemusí být v riziku aloimunizace (Wagner et al. 2001, Luo et al. 2018). První 
studie cffDNA genotypizace  RHD plodu byly zaměřeny pouze na detekci jednoho z exonů 
genu RHD (Lo et al. 1998, Costa et al. 2002). Posléze byly analýzy rozšířeny na dva i více 
exonů z důvodu snížení možné chybovosti, protože přidáním jednoho exonu se sníží chyba 
výsledku z 1 % na 0,01 % (Chan et al. 2001). Nejčastěji je detekována kombinace exonů 5, 7 
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a  10  (Clausen  et  al.  2014),  i  když  poslední  rozsáhlá  retrospektivní  studie  Vivanti  et  al. 
(Vivanti et al. 2016) ukazuje dostatečnou výpovědní hodnotu vyšetření i při použití pouze 
jednoho exonu (exon 10). Exony 7 a 10 obsahují specifické sekvence odlišující geny RHD a 
RHCE. Exon 5 odlišuje varianty RHD Ψ (Clausen et al. 2005, Grootkerk-Tax et al. 2006).
5.1.2.3 Droplet PCR
  Tato relativně nová metoda detekce DNA fragmentů je založena na emulzní PCR, kdy každá 
jednotlivá  PCR  reakce  probíhá  v odděleném  prostředí  kapky  o  objemu  měřeném 
v nanolitrech.  Každý  vyšetřovaný  vzorek  je  rozdělen  do  desetitisíců  takovýchto  kapek 
(„droplets“), které tvoří emulzní roztok. Základem je primární naředění vzorku tak, aby ve 
většině kapek byla jedna kopie DNA nebo byly prázdné (bez molekuly DNA). Po proběhlé 
reakci  jsou  vyhodnoceny počty  prázdných  kapek bez  pozitivního  signálu  a  kapek s DNA 
(signál  přítomen).  Na základě  statistické  analýzy  pomocí  Poissonovy distribuce  je  potom 
vypočítáno množství DNA kopií v reakci. Na rozdíl od klasicky používané metody real-time 
PCR, při které je kvantifikace hladin DNA relativní, s nutností konstrukce kalibrační křivky, 
se při této metodě jedná o absolutní kvantifikaci, tedy o přímou detekci konkrétního množství 
molekul DNA ve vzorku. Metoda je vysoce senzitivní a je zvláště doporučována pro analýzy 
vzorků s extrémně nízkým obsahem analyzované DNA, například vyšetření virové DNA nebo 
CNV (Diehl and Diaz 2007, Hindson et al. 2011). Zdá se tedy, že by mohla být přínosem i pro 
neinvazivní prenatální diagnostiku (Fan and Quake 2007, Lo et al. 2007, Zimmermann et al. 
2008,  Tsui  et  al.  2013) založenou  na  detekci  velmi  malé  fetální  frakce  volné  DNA  na 
převažujícím pozadí cfDNA matky.
5.1.3 Metodika
  Naše  studie  byla  rozdělena  na  tři  části.  Nejprve  byla  metodika  zavedena  na  vzorcích 
standardní DNA (v 8 ředěních v rozsahu 2 – 0,015 ng/µl).
  Ve druhé  části  byly  analyzovány  vzorky  plazem 10 netěhotných  žen  RhD pozitivních. 
U nich pochází detekovaná sekvence genu RHD z jejich buněk, jedná se o klasickou cfDNA a 
109
její množství bude řádově odpovídat obsahu druhé analyzované sekvence, referenčnímu genu 
GAPDH.
  Poslední třetí část, která byla pro naše výstupy zásadní, bylo vyšetření 35 vzorků plazem 
RhD negativních gravidních žen (12. – 36. GT). Pokud je v těchto vzorcích zachycena RHD 
sekvence, jedná se fetální cfDNA, jejíž obsah se pohybuje v mnohem nižších koncentracích a 
řádově odpovídá velikosti fetální frakce.
  Krevní skupina Rh byla u všech žen a posléze i novorozenců určena sérologicky. U žen byla 
potvrzena i analýzou DNA z bukálního stěru pro možnost sérologické negativity nebo slabé, 
špatně zachytitelné, pozitivity u geneticky RHD pozitivních žen. S touto situací se v naší praxi 
setkáváme  u cca  8  % těhotných  a  vyšetření  potom nelze  vyhodnotit  a  je  uzavíráno  jako 
neinformativní.
  Všechny vzorky byly analyzovány klasickou metodou real-time PCR a testovanou metodou 
ddPCR.  Jako  pozitivní  byly  hodnoceny  výsledky  s více  než  5  replikáty  (z  devíti 
analyzovaných) s amplifikací DNA, jako negativní s žádným replikátem s amplifikací  RHD 
sekvence.
  Izolace cffDNA byla prováděna z 1 ml plazmy pomocí QiaAmp Circulating Nucleic Acid 
Kit (Qiagen). Pro vlastní analýzu byly v obou metodách používané stejné primery a sondy 
(vše Life Technologies). Jako referenční gen byl použit gen GAPDH. Pro určení RhD plodu 
byly analyzovány 3 exony genu RHD (exon 5, 7, 10), které jsou standardně používány při naší 
rutinní diagnostice. PCR reakce byly prováděny jako duplexní (RHD exon 5 + RHD exon 7, 
RHD exon 10 +  GAPDH).  Všechny tři  exony byly testovány v triplikátech,  což znamená, 
9 replikátů referujících o RhD statusu u každého vzorku.
  Pro analýzu qPCR byl použit TaqMan Gene Expression Master Mix (Life Technologies). 
Analýza  byla  provedena  na  přístroji  7900HT  Fast  Real  Time  PCR  (Life  Technologies) 
metodou  relativní  kvantifikace  s využitím  softwaru  SDS  v2.4.  Standardní  křivka  byla 
konstruována  na  základě  ředění  standardní  DNA  (TaqMan  Control  Genomic  DNA,  Life 
Technologies).
  Při ddPCR analýze byl používán ddPCR Supermix for Probes (Bio-Rad). Emulzní reakce 
probíhala  na  přístroji QX100  Droplet  Generator,  vlastní  amplifikace  na  Bio-Rad  T100 
Thermal  Cycler  a  detekce  na  QX100  Droplet  Reader  (vše  Bio-Rad).  Výsledky  byly 
evaluovány programem QuantaSoft Software version 1.2.10.0.
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  Výsledky obou metod byly vzájemně porovnávány. Pro statistické vyhodnocení byl použit 
program STATISTICA verze 10 (Statsoft).
5.1.4 Výsledky
5.1.4.1 Porovnání výsledků obou metod při použití standardní DNA
  Pro vzájemné porovnání obou metod byly použity výsledky měření ve stejných jednotkách 
koncentrace  –  ng/µl.  V případě  relativní  kvantifikace  metodou  real-time  PCR  získáváme 
výsledek přímo v těchto jednotkách. U ddPCR se jedná o kvantifikaci absolutní a bylo nutno 
počet kopií převést na jednotky koncentrace. Pro převod byl použit vzorec 1 GE/µl = 2 kopie/
µl = 6,6 pg/µl (GE – genomický ekvivalent).
  Nejprve jsme se zaměřili na porovnání parametrů jako je detekční limit, linearita a přesnost 
měření získaných analýzou vzorků různě naředěné standardní DNA. Obě metody měly stejně 
nízký detekční limit. Všechny vzorky až do nejnižšího ředění (0,015 ng/µl, celkově v reakci 
5 µl, tedy 0,075 ng DNA v reakci) byly bez problémů analyzovány. U ddPCR byly jednotlivé 
replikáty od sebe méně odlišné, což bylo zvláště patrné u RHD exonu 10, kde se i statisticky 
významně  lišily  variační  koeficienty  obou  metod  (Mann-Whitneyův  test,  p  =  0,0009). 
Variabilita  replikátů  se  v případě  obou  metod  zvyšovala  se  snižující  se  koncentrací 
analyzované  DNA.  Linearita  byla  u  obou  metod  výborná  s  regresním  koeficientem  (R²) 
standardní  křivky  blízko  1  u  všech  analyzovaných  genů  (qPCR/ddPCR  R² - 
GAPDH 0,9937/0,9927, RhD5 0,9957/0,9949, RhD7 0,9951/0,9952, RhD10 0,9811/0,9953).
5.1.4.2 Porovnání výsledků obou metod na klinických vzorcích
  V této části jsme použili pro první porovnání výsledků metod 10 vzorků netěhotných RhD 
pozitivních žen. Ověřili jsme závěry z předcházejících pokusů a získaly podobné výstupy jako 
při použití vzorků standardní DNA. Koncentrace naměřené oběma metodami se mírně lišily, 
ale u všech detekovaných sekvencí byla mezi výsledky obou měření prokázána silná korelace 
(graf 13). Odchylky mezi replikáty byly opět o něco nižší u ddPCR (ovšem bez statisticky 
významných rozdílů).
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 Následovala nejdůležitější, poslední část pokusů, tedy porovnání vzorků těhotných žen RhD 
negativních. V této fázi bylo analyzováno 35 vzorků, z toho 25 mělo RhD pozitivní fetální 
DNA, 10 plodů bylo RhD negativních. RhD status byl ověřen sérologicky po narození dítěte. 
U všech RhD pozitivních vzorků bylo z analyzovaných 9 replikátů vždy nejméně 7 replikátů 
pozitivních. Absolutní koncentrace cfDNA (detekce genu GAPDH) byly stejné u obou metod, 
koncentrace fetální cfDNA (3 exony genu RHD) se lišily, ale výsledky obou metod vzájemně 
korelovaly  (tabulka  2).  Podíl  fetální  frakce,  určený jako poměr  množství  exonu 10  RHD 
k množství genu GAPDH, byl u ddPCR průměrně 15,7 %, u qPCR byl nižší – pouze 9,8 %. 
U obou metod byla velikost fetální frakce v korelaci s gestačním stářím plodu (graf 14).
Graf 13
Graf korelací mezi hodnotami koncentrace cfDNA (exon 5 genu RHD) naměřenými oběma  
metodami, tedy qPCR a ddPCR. Korelační koeficient r = 0,9776, p hodnota 0,000001.
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Tabulka 2
Tabulka  průměrných  hodnot  koncentrací  cfDNA a  cffDNA naměřených  oběma metodami  
(ddPCR a qPCR) a vzájemných korelací těchto hodnot. Koncentrace cfDNA jsou určovány  
kvantifikací  genu GAPDH u 35 vzorků RhD negativních matek.  Koncentrace cffDNA jsou  
stanoveny  měřením  RHD  genu  (průměr  ze  tří  analyzovaných  exonů)  u  25  vzorků  RhD  
negativních matek s RhD pozitivním plodem. Všechny koncentrace jsou udány v ng/µl.  
průměrná koncentrace (ng/µl) korelační 
koeficient r p hodnota
ddPCR qPCR
cfDNA 0,088 0,089 0,98669 0,00004
cffDNA 0,006 0,004 0,93366 0,00069
Graf 14
Graf korelací mezi hodnotami fetální frakce a délkou trvání těhotenství udanou v gestačních  
týdnech. Pro měření fetální frakce byla použito měření exonu 10 genu RHD metodou ddPCR,  
hodnoty  udány  jako  %  celkového  obsahu  cfDNA.  Korelační  koeficient  r = 0,45936,  
p hodnota 0,0208.
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5.1.5 Diskuse
  Amplifikace  všech  čtyř  detekovaných  úseků  byla  úspěšná  u  obou  metod  a  obě  také 
prokázaly dostatečnou senzitivitu i pro nízké koncentrace vstupního materiálu. U obou byla 
také  stejně  dobrá  linearita  a  regresní  koeficient  pro standardní  křivky byl  u  všech reakcí 
blízko  1.  U  droplet  PCR  nacházíme menší  variabilitu  replikátů  u  všech  detekovaných 
sekvencí. Tato variabilita byla v případě exonu 10 u RHD genu dokonce statisticky významně 
odlišná ve srovnání s výsledkem metody real-time PCR.
  Celkově  se  ddPCR  ve  všech  ohledech  jeví  jako  mírně  přesnější  a  preciznější  (menší 
standardní odchylky a koeficienty variace u replikátů, vyšší regresní koeficient u standardních 
křivek).  Všechny tyto  rozdíly  mezi  oběma metodami  jsou  ale  naprosto  minimální.   Naše 
závěry jsou v souladu s výsledky jiných skupin (Sanders et al. 2011, Bharuthram et al. 2014). 
Zjištěné hodnoty fetální frakce jsou nepatrně vyšší, než by vyplývalo z předchozích studií (Lo 
et al. 1998, Lun et al. 2008), zvláště u ddPCR, u obou metod ale korelují s gestačním stářím 
plodu.
  Na  druhou  stranu  je  metoda  ddPCR  časově  náročnější  a  z hlediska  laboratorní  práce 
složitější.  Také  její  vyhodnocování  je  komplikovanější,  protože  v případě  tak  nízkých 
koncentrací detekovaných sekvencí DNA, s jakými pracujeme v rámci neinvazivní prenatální 
diagnostiky, musí být prahová hodnota (treshold) nastavena ručně. Počet pozitivních signálů 
je  totiž  velice  nízký,  někdy i  v řádu jednotek,  proto  nelze  použít  automatické  softwarové 
stanovení prahové hodnoty. Tato skutečnost pak ale vnáší jistou subjektivitu do hodnocení 
vzorků, variabilitu výsledků mezi jednotlivými vyšetřeními v téže laboratoři i mezi různými 
laboratořemi.
  Po vyhodnocení všech aspektů, které tato studie přinesla, jsme se rozhodli používat v naší 
laboratoři i nadále pro rutinní diagnostiku již zavedenou metodu qPCR. 
  Článek byl dosud 8x citován  (Butchbach 2016, De Marchi et al.  2016, Goh et al.  2016, 
Chang et al. 2016, Witte et al. 2016, Cao et al. 2017, Liu et al. 2017, Ren et al. 2018). Ve 
všech případech se jedná o citace referující o zkušenostech s novou metodou ve smyslu jejího 
použití  v diagnostice,  její  vyšší  přesnosti  než  qPCR  (Butchbach  2016),  ale  také  určitého 
negativního aspektu ve formě manuálního stanovení prahové hodnoty při velmi nízkém počtu 
pozitivních signálů (Witte et al. 2016).
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5.1.6 Závěr
  Z výsledků naší studie vyplývá, že obě metody mají velmi dobré výsledky se srovnatelnými 
technickými parametry (detekční limit, linearita, regresní koeficient). U droplet PCR je menší 
variabilita replikátů, která ukazuje na teoretickou větší přesnost metody. V praxi efekt této 
pozitivní  skutečnosti  snižuje  složitější  pracovní postup a hlavně obtížnější  vyhodnocování, 
které do značné míry závisí na osobě hodnotitele. Nelze tedy zcela objektivně označit jednu 
z metod za lepší a vhodnější k používání než druhou.
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5.1.7 Příloha 4 – článek
  K této části práce byl publikován článek přiložený na následujících stránkách.
5.1.7.1 Performance of droplet digital PCR in non-invasive fetal RHD genotyping – 
comparison with a routine real-time PCR based approach
Autoři: Iveta Svobodová, Eva Pazourková, Aleš Hořínek, Michaela Novotná, Pavel Calda, 
Marie Korabečná
Publikováno v PLoS one v roce 2015
Citace:
Svobodova, I., Pazourkova, E., Horinek, A., Novotna, M., Calda, P., and Korabecna, M. 
(2015). Performance of Droplet Digital PCR in Non-Invasive Fetal RHD Genotyping - 
Comparison with a Routine Real-Time PCR Based Approach. PloS one 10, e0142572.
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5.2 Antifosfolipidový syndrom
5.2.1 Předpoklady a cíle studie
  V rámci  naší  rutinní  praxe v prenatální  diagnostice jsme denně konfrontováni s různými 
těhotenskými  komplikacemi  a  rizikovými  stavy,  které  průběh  gravidity  ztěžují,  až 
znemožňují.  Snahou  všech  odborných  pracovníků,  kteří  se  podílí  na  prenatální  péči,  je 
samozřejmě  snižování  rizika  primárních  onemocnění  rodiček  a  umožnění  fyziologického 
průběhu  gravidity  co  nejširšímu  spektru  pacientek.  S tím  souvisí  i  neustálé  rozšiřování 
znalostí  o  patofyziologii  konkrétních  chorob  a  jejich  modifikaci  při  těhotenství.  Jednou 
z primárních  afekcí,  která  má velmi  nepříznivý vliv  na  schopnost  donosit  zdravý plod je 
antifosfolipidový  syndrom  (APS).  Díky  spolupráci  s Fakultní  nemocnicí  Plzeň  se  nám 
podařilo získat unikátní vzorky krve léčených pacientek s APS ve třetím trimestru těhotenství. 
Cílem naší studie bylo zjistit,  jestli  jsou významné rozdíly v obsahu volné DNA v plazmě 
u těchto pacientek oproti zdravým těhotným.
5.2.2 Teoretický úvod
5.2.2.1 Antifosfolipidový syndrom
  Antifosfolipidový syndrom je autoimunitní onemocnění spojené s tvorbou různých orgánově 
nespecifických autoprotilátek proti fosfolipidovým antigenům (APA), např. fosfatidylserinu, 
fosfatidyletanolaminu,  kardiolipinu,  annexinu V (Miyakis  et  al.  2006).  Jako primární  APS 
označujeme  stav  bez  přítomnosti  jiného  onemocnění,  které  by  bylo  spojeno  s tvorbou 
protilátek.  APS může  vzniknout  i  sekundárně,  nejčastěji  při  SLE.  Pro  diagnózu  je  nutná 
přítomnost alespoň jednoho klinického a jednoho laboratorního kritéria (Wilson et al. 1999). 
Klinické  příznaky  zahrnují  trombózy  a  poruchy  těhotenství,  signifikantním  laboratorním 
nálezem je opakovaný průkaz alespoň jedné z daných protilátek (Hanly 2003).
  APA způsobují  hyperkoagulační  stav.  Jedná se o jednu z nejčastějších  získaných příčin 
trombofilie.  Vznikající  uzávěry  v arteriálním  i  venózním  řečišti  jsou  příčinou  různých 
patologií,  přičemž  nejčastěji  se  manifestují  jako  hluboké  žilní  trombózy,  CMP  a  plicní 
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embolie (Cervera et al. 2015). Jsou také důležitou příčinou komplikací v těhotenství (Levine 
et al. 2002).
5.2.2.2 APS a těhotenství
  Těhotenství samo o sobě představuje sice fyziologický, ale přesto trombofilní stav. Branch 
proto nazývá graviditu speciální šancí na klinickou manifestaci nemocných s APA  (Branch 
1994). Byla popsána řada mechanismů, kterými APS negativně ovlivňuje průběh gravidity. 
Jedná  se  o  změny  placentace  a  intertrofoblastické  fúze,  ovlivnění  apoptózy,  aktivace 
endoteliálních  buněk  a  trombocytů,  předčasné  cévní  okluze  v placentě  a  další  (Ulcova-
Gallova  2005,  Shoenfeld  et  al.  2006,  Carp  and  Shoenfeld  2007,  Andreoli  et  al.  2013, 
Schreiber et al. 2018). Patogeneze se přímo účastní APA, které se váží k negativně nabitým 
fosfolipidům  na  povrchu  trombocytů  a  cévního  endotelu,  čímž  vedou  k placentárním 
trombózám  a  mikroinfarktům,  poruchám  cirkulace  a  krevního  zásobení  plodu.  Navíc 
způsobují  i  netrombotické  poškození  plodu  svojí  vazbou  na  antigeny  placenty  a 
syncytiotrofoblastu  a  narušením  procesu  apoptózy.  Tyto  procesy  vedou  k aktivaci 
prozánětlivých faktorů, které významně ovlivňují průběh těhotenství. Proto je také základem 
terapie těhotné s APS podávání antikoagulační a protizánětlivé léčby  (Derksen et al.  2004, 
Tempfer et al. 2006, Danza et al. 2012).
  Placentární insuficience, růstová retardace plodu (Yamada et al. 2009, Cervera et al. 2015) a 
preeklampsie  (Duckitt  and Harrington 2005, Clark et  al.  2007, do Prado et  al.  2010) jsou 
nejčastějšími  komplikacemi  v průběhu  gravidity  u  žen  s APA.  Z dalších  maternálních 
komplikací  se  častěji  vyskytují  HELLP  syndrom (hemolysis,  elevated  liver  enzyme,  low 
platelets) (Clark et al. 2007) a chorea gravidarum (Karageyim et al. 2002). Opakované potraty 
po 10.  GT jsou spojeny s nálezem APA až v 80 %  (Oshiro et  al.  1996).  Časté  jsou také 
předčasné porody s narozením mrtvého nebo nezralého plodu (Silver et al. 2013).
  V době provádění tohoto výzkumu na našem pracovišti jsme nenašli žádnou publikaci, která 
by cíleně hodnotila hladiny cffDNA u pacientek s APS. Pouze jedna studie Hristoskova et al. 
(Hristoskova et al. 2004), jež se zabývala analýzou antifosfolipidových a anti-DNA protilátek 
u  pacientek  s  preeklampsií,  hovoří  v této  souvislosti  i  o  obsahu cffDNA.  Z jejích  závěrů 
vyplývá, že nebyly nalezeny žádné korelace mezi hladinou cffDNA a daných protilátek.
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5.2.3 Metodika
  V této  pilotní  studii  byly  k analýze  použity  vzorky  4  pacientek  s primárním  APS 
s opakovanými  potraty  v anamnéze  (3  –  4x),  kterým se  dosud nenarodilo  živé  dítě.  Jako 
kontrolní skupina byly použity vzorky 21 pacientek s fyziologickým těhotenstvím. Všechny 
ženy byly v době odběru ve třetím trimestru těhotenství. Hladiny protilátek u pacientek s APS 
byly zjišťovány metodou ELISA. Kromě standardní  vitaminové suplementace  (stejné jako 
u zdravých pacientek) byly tyto ženy léčeny kyselinou salicylovou a kortikoidy a od 18. týdne 
gravidity také gestageny. Pro studii byly vybrány pacientky s plodem mužského pohlaví, aby 
bylo možno na základě detekce genu  SRY (sex-determinující  faktor Y) určit  fetální  frakci 
volné DNA.
  Volná  DNA byla z plasmy izolována  pomocí  QIAamp DNA Blood Mini  Kit  (Qiagen). 
Vlastní  analýza  proběhla  metodou  real-time  PCR  na  stroji  Gene  Amp  5700  Sequence 
Detection  System  (Life  Technologies)  se  specifickými  primery  a  sondami  pro  detekci 
sekvence  SRY (Life  Technologies).  Absolutní  kvantifikace  byla  provedena  konstrukcí 
kalibrační křivky ředěním standardní DNA (Human Male Control DNA 10ng/µl, Promega). 
Pro statistickou analýzu byly využity program STATISTICA verze 10 (StatSoft) a S.A.S. 8.02 
(SAS Institute Inc.).
5.2.4 Výsledky
  Medián hodnot cffDNA u zdravých těhotných byl 414,7 GE/ml. Rozsah hodnot byl poměrně 
široký od 11,7 GE/ml po 1390 GE/ml. Hladiny pacientek s APS se pohybovaly v rozmezí od 
181,4  GE/ml  do  386,5  GE/ml  s mediánem 359,4 GE/ml  (graf  15).  Naměřené  hodnoty  se 
u všech 4 pacientek pohybovaly v rozmezí odpovídajícím intervalu mezi 25. a 75. percentilem 
u fyziologických těhotenství.  Porovnáním obou skupin Mann-Whitneyovým testem nebyla 
prokázána žádná statisticky významná odlišnost mezi oběma soubory (p - hodnota 0,4363).
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Graf 15
Krabicový  graf  obsahu cffDNA (GE/ml)  v plazmě  pacientek  s APS  a  zdravých  těhotných  
(kontrol). Čtvereček označuje medián, box horní a dolní kvartil (25 % – 75 %), svorky rozsah  
neodlehlých hodnot, kroužky odlehlé hodnoty.
5.2.5 Diskuse
  V patogenezi procesů, které komplikují průběh těhotenství u pacientek s APS, se uplatňují 
poruchy apoptózy a aktivace prozánětlivých faktorů. Oba tyto jevy obecně významně zvyšují 
hladiny  cfDNA.  Také  u  těhotných  jsou  zvýšené  hladiny  cffDNA  považovány  za  marker 
poškození syncytiotrofoblastu a zvýšené apoptózy. 
  Naše analýza neukázala na žádné změny v obsahu fetální volné DNA u léčených pacientek 
s APS  oproti  zdravým  gravidním  ženám.  Jedná  se  ovšem  pouze  o  velmi  malý  soubor 
pacientek,  takže z tohoto hlediska je samozřejmě statistické vyhodnocení pouze orientační. 
Přesto lze usuzovat, že pokud je APS dobře zaléčen, může těhotenství probíhat bez větších 
alterací  a  obsah  cffDNA není  významně  rozdílný  od  zdravých  těhotných.  Této  teorii  by 
odpovídal i fakt, že všechny pacientky byly v době odběru již ve třetím trimestru, a to dosud 
bez  závažnějších  komplikací.  Z etických  důvodů  samozřejmě  neexistuje  možnost 
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eventuálního  srovnání  výsledků u léčených a neléčených pacientek.  Bylo by ovšem velmi 
zajímavé  sledovat  hladiny  volné  DNA  u  konkrétních  pacientek  s APS  v průběhu  celého 
těhotenství,  případně  v závislosti  na  přidružených  komplikacích.  Tato  studie  by  zřejmě, 
vzhledem  k relativně  nízkému  počtu  pacientek,  musela  být  organizována  na  základě 
spolupráce většího počtu pracovišť.
  Článek byl zatím jednou citován v rámci souhrnného review o autoimunitních chorobách 
(Selmi 2015).
5.2.6 Závěr
  Naše  studie  monitorující  obsah  cffDNA  u  zdravých  těhotných  a  léčených  gravidních 
pacientek  s APS neukázala  žádné rozdíly  mezi  oběma skupinami.  Tento  fakt  lze  nejspíše 
vysvětlit  správně  nastavenou  léčbou  u  nemocných,  která  umožnila  průběh  gravidity  bez 
vážnějších komplikací. Výsledky je nutno brát pouze jako pilotní projekt s vědomím velmi 
omezené velikosti souboru pacientek s APS a s nutností dalšího podrobného výzkumu.
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5.2.7 Příloha 5 – článek
  K této části práce byl publikován článek přiložený na následujících stránkách.
5.2.7.1 Quantification of circulating fetal DNA as a tool for potential  monitoring of 
pregnant patients with antiphospholipid antibodies
Autoři:  Marie  Korabečná,  Zdenka  Ulčová-Gallová,  Aleš  Hořínek,  Eva  Pazourková,  Pavel 
Calda
Publikováno v Autoimmunity v roce 2014
Citace:
Korabecna,  M.,  Ulcova-Gallova,  Z.,  Horinek,  A.,  Pazourkova,  E.,  and  Calda,  P.  (2014). 
Quantification of circulating fetal DNA as a tool for potential monitoring of pregnant 
patients with antiphospholipid antibodies. Autoimmunity 47, 473-477.
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6 Závěrečné shrnutí
  Tato práce shrnuje výsledky několikaletého výzkumu volných nukleových kyselin v plazmě 
a moči. Zkoumali jsme jak množství cfDNA, tak její kvalitativní změny v podobě odlišné 
metylace  promotorů  genů.  U  miRNA  byly  analyzovány  celkové  profily  s následným 
ověřením nejvíce odlišných miRNA.
  U  nefrologických  pacientů  jsme  pozorovali  kvalitativní  změny  cfDNA  v průběhu 
hemodialýzy v podobě odlišné metylace promotorů genů spojených s imunitní a zánětlivou 
odpovědí organismu. Zjistili jsme, že i v tak krátkém časovém intervalu, kterým HD je, jsou 
tyto změny monitorovatelné. Jakkoli je nesporně dialýza život zachraňujícím výkonem, jedná 
se o velmi razantní zásah do organismu, který má samozřejmě i své vedlejší důsledky. Na 
vybraném  souboru  pacientů  s diabetickou  nefropatií  bylo  potom  také  zjištěno,  že  změny 
exprese genů zapojených do regulace hematopoézy úzce souvisejí s potřebou terapie anémie 
rekombinantním erytropoetinem a odpovídavostí na léčbu.
  Na  unikátním  souboru  párových  vzorků  pacientů  s AML  odebraných  před  léčbou 
onemocnění  a  v době  první  remise  jsme  zjistili  změny  profilů  miRNA  zastoupených 
v plazmě.  Jednalo  se  o  6  miRNA,  které  byly  v době  diagnózy  zvýšené  a  v remisi  došlo 
k jejich  poklesu  a  tedy  trendu  směrem  k normalizaci  a  nízkým  hodnotám,  které  jsou 
nacházeny u zdravých osob.
  Další  velkou studií  bylo hledání vhodného neinvazivního markeru karcinomu močového 
měchýře. Zjistili  jsme, že pouhé měření koncentrace cfDNA je pro stanovení jejích hladin 
v moči nedostatečné a je třeba do výpočtu zahrnout i celkový vymočený objem. Na základě 
tohoto měření lze potom odlišit pacienty s karcinomem od zdravých osob, ovšem výpovědní 
hodnota  tohoto  vyšetření  je  v podstatě  stejná  jako  u  dosud  běžně  používané  cytologie 
s barvením podle  Papanicolaua.  Také v profilu  miRNA jsou u pacientů  nacházeny změny 
s výrazným  snížením  především  u  5  miRNA.  Pro  praktické  použití  by  bylo  potřeba 
stanovovat  všechny  tyto  miRNA  a  používat  rozhodovacího  schématu  na  základě  všech 
zjištěných hodnot. V rámci tohoto výzkumu byl rovněž stanoven soubor miRNA, které jsou 
zastoupeny v moči všech osob, bez ohledu na jejich pohlaví, věk a zdravotní status.
  Poslední část výzkumu se nejvíce dotýkala naší rutinní praxe, ve které stanovujeme RhD 
plodu  a  jeho  pohlaví  z krve  matky  na  základě  analýzy  volné  fetální  DNA.  Zde  jsme 
porovnávali  výsledky  relativně  nové  metody  droplet  digital  PCR  proti  standardně 
používanému  qPCR.  Bylo  zjištěno,  že  ddPCR  je  metodou  poněkud  přesnější,  ovšem 
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s náročnějším pracovním postupem s větší možností chyb, takže nelze jednoznačně doporučit, 
která metoda je vhodnější pro praxi.
  Krátká  zmínka  je  věnována  porovnání  hladin  cfDNA  u  gravidních  pacientek 
s antifosfolipidovým  syndromem  a  zdravých  těhotných.  Zde  jsme  nezjistili  žádné  rozdíly 
v obsahu  cfDNA.  Je  to  zřejmě  dáno  správnou  zaléčeností  těchto  pacientek,  což  ve  své 
podstatě umožnilo i bezproblémový průběh celého těhotenství.
  Závěrem lze podotknout, že přestože od objevu volné DNA letos uplyne 80 let, přináší její 
výzkum stále  jak  nové  poznatky,  tak  i  množství  dalších  navazujících  otázek,  a  můžeme 
konstatovat, že o detailech původu nebo funkce cfNA víme doposud zřejmě velmi málo.
6.1.1.1
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8 Seznam zkratek
AFP alfa-fetoprotein
AMC odběr plodové vody
AML akutní myeloidní leukémie
APA antifosfolipidové protilátky
APP amyloidový prekurzorový protein
APS antifosfolipidový syndrom
AUC area under the curve
beta-hCG beta-podjednotka lidského choriogonadotropinu
cfDNA cell free DNA, volná DNA
cffDNA cell-free fetal DNA, fetální volná DNA
cfNA cell-free nucleic acid, volná nukleová kyselina
CIS carcinoma in situ
CMP cévní mozková příhoda
CNV copy number variation
CT treshold cycle
CVS odběr choriových klků
ddPCR droplet digital PCR
DNA deoxyribonukleová kyselina
DM diabetes mellitus
DS Downův syndrom
EDTA kyselina etylendiamintetraoctová
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
FSGS fokálně segmentální glomeruloskleróza 
GAPDH glyceraldehyd-3-fosfát-dehydrogenáza
GE genomický ekvivalent
GIT gastrointestinální trakt
GT gestační týden
HD hemodialýza 
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HELLP syndrom syndrom zahrnující hemolýzu, zvýšené hladiny jaterních 
enzymů a nízký počet krevních destiček (hemolysis, 
elevated liver enzyme, low platelets)
HG high grade
IgE imunoglobulin E
IgG imunoglobulin G
IgM imunoglobulin M
IL-6 interleukin 6
IL-6R receptor pro interleukin 6
IL-6ST interleukin 6 signal transducer
IL-7 interleukin7
IL-13 interleukin 13
IL-13RA1 alfa 1 podjednotka receptoru pro interleukin 13
IL-15 interleukin 15
IL-17C interleukin 17C
INHA inhibin A
LG low grade
lncRNA long non-coding RNA, dlouhá nekódující RNA
MAP mitogen-activated protein, mitogenem aktivovaná 
proteinkináza
MCD nemoc minimálních změn glomerulů, minimal change 
disease
MGN membranózní glomerulonefritida 
miRNA mikroRNA
mRNA messenger RNA, mediátorová RNA
NA nucleic acid, nukleová kyselina
NGS next-generation sequencing
NIPT neinvazivní prenatální testování
PAPPA pregnancy-associated plasma protein A
PCR polymerázová řetězová reakce
PLGF placentární růstový faktor
PSA prostatický specifický antigen
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qPCR kvantitativní PCR, real-time PCR
RARbeta2 retinoic acid receptor beta2
RASSF1A RAS associated domain-containing protein 1A
RHCE gen pro antigeny C a E krevní skupiny Rh
RhD antigen D krevní skupiny Rh
RHD Ψ pseudogen RHD
RNA ribonukleová kyselina
ROC křivka receiver operating characteristic curve
SLE systémový lupus erythematodes
snoRNA small nucleolar RNA, malá jadérková RNA
snRNA small nuclear RNA, malá jaderná RNA
SRY sex-determinující faktor Y
ST syncytiotrofoblast
Th lymfocyt helper T lymfocyt, pomocný T lymfocyt
TNM systém klasifikace nádorů (tumor, nodus, metastázy)
TURB transuretrální resekce močového měchýře
TYK2 tyrozinkináza 2
ucfDNA urinary cell free DNA, volná DNA v moči
UZ ultrazvuk
VEGF vaskulární endotelový růstový faktor
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